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RESUMEN 
La importancia de las picocianobacterias en ecosistemas acuáticos es, 
hoy en día, un hecho contrastado y muy bien documentado, tanto por lo 
que se refiere a su abundancia absoluta como a la biomasa relativa 
respecto al resto de organismos presentes en estos ecosistemas. Las 
picocianobacterias son, además, los principales productores primarios en 
la mayoría de ecosistemas acuáticos, siendo la base de la red trófica en 
algunos de estos ecosistemas, con un impacto muy importante en sus 
ciclos biogeoquímicos. En el presente trabajo se ha estudiado la 
abundancia y dinámica, tanto en el perfil vertical como en su evolución a 
lo largo del ciclo limnológico, de las poblaciones de picoplancton, y en 
especial de picocianobacterias (Pcy) en la Laguna de La Cruz, así como 
los factores que las determinan. Son muchos los factores que pueden 
influir en la abundancia y dinámica de las picocianobacterias: factores 
físicos y químicos como, por ejemplo, la localización y morfología de la 
cubeta, su régimen térmico y patrones de estratificación, la distribución 
de la luz en el perfil vertical, la disponibilidad de nutrientes inorgánicos 
esenciales; y factores bióticos como la interacción con el resto de 
productores primarios o la depredación.  
La Laguna de La Cruz, localizada en la serranía de Cuenca (1032 
m.s.n.m.), es un sistema meromíctico situado en el fondo de una dolina 
de hundimiento, de forma circular (116 m. de diámetro y unos 10.000 m2 
de área superficial). La laguna presenta una fuerte estratificación térmica 
estival junto con gradientes verticales de luz, oxígeno, y nutrientes, entre 
otros. Estos patrones de estratificación permiten una gran diversidad de 
microambientes donde se pueden desarrollar diferentes poblaciones de 
microorganismos con una gran variedad de metabolismos, tanto 
fotosintéticos, quimiolitotrofos, como heterótrofos. La marcada 
termoclina estacional y su carácter meromíctico hace posible que se 
formen dos máximos de estabilidad (medidos como frecuencia de Brunt 
Väissälä), uno permanente en la picnoclina a 16 metros de profundidad y 
otro en la termoclina de profundidad variable a medida que avanza la 
estratificación. Esto aísla, durante todo el periodo de estratificación, al 
metalimnion e hipolimnion, permitiendo una microestratificación muy 
estable de las poblaciones microbianas planctónicas, pero que también 
limita la difusión de materia y energía en el perfil vertical como, por 
ejemplo, la difusión de nutrientes desde el monimolimnion. 
En la Laguna de La Cruz se han identificado diferentes morfotipos de 
picocianobacterias, con un tipo bacilar de pequeño tamaño como 
dominante a lo largo de todo el ciclo limnológico. Los valores de 
abundancia promedio en el perfil vertical son del orden de magnitud de 
106, con valores máximos de abundancia en el máximo profundo de 
clorofila (DCM), en torno a 14 x 106 células ml-1. Estos valores son muy 
altos incluso para este tipo de sistemas que, en general, presentan rangos 
de abundancia entre 103 y 105 células ml-1. En cuanto a su dinámica a lo 
largo del ciclo limnológico, los valores máximos de abundancia de Pcy 
integrados en la columna de agua se observan en primavera, 
concretamente en mayo. En este período las Pcy se distribuyen 
homogéneamente por el epilimnion y el metalimnion, sin embargo, a 
medida que avanza la estratificación, y como consecuencia del 
agotamiento de nutrientes, de la presión por depredación y de los 
cambios en la disponibilidad de luz, las poblaciones de Pcy se concentran 
formando un DCM en torno a la oxiclina. Con los máximos profundos 
bien establecidos, a mediados del verano se produce en la Laguna de La 
Cruz la precipitación cálcica tumultuosa (“whiting”), lo que causa una 
pérdida muy importante de biomasa en el perfil vertical, principalmente 
de picocianobacterias, las cuales actúan potencialmente en la nucleación 
de los cristales de calcita. A partir de septiembre se observa un 
incremento muy importante de su biomasa en el máximo profundo de 
clorofila, entre 10 y 12 metros de profundidad, que sin embargo no afecta 
significativamente a los valores integrados de Pcy en la laguna. 
Las características antes descritas permiten que la laguna sea un buen 
sistema modelo para estudiar aspectos metodológicos relacionados con la 
distribución espacial en el perfil vertical de las diferentes poblaciones de 
organismos fotosintéticos presentes en la laguna. En relación al análisis 
de los diferentes pigmentos fotosintéticos presentes, se ha comprobado la 
adecuación de algunas de las ecuaciones espectrofotométricas más 
usadas en la bibliografía en sistemas estratificados con mezclas 
complejas de pigmentos como la Laguna de La Cruz. Respecto a la 
cuantificación de las poblaciones de organismos fotosintéticos se ha 
estudiado la viabilidad del uso de la citometría de flujo para la 
identificación y recuento de los organismos fotosintéticos más 
importantes de la laguna, mostrando que, con la calibración adecuada, es 
posible realizar estas determinaciones por citometría de flujo incluso con 
diferencias de tamaño de varios órdenes de magnitud. 
En la Laguna de La Cruz coexisten diferentes poblaciones microbianas 
con diferentes metabolismos asociados a la fijación del carbono, tanto 
por fotosíntesis (oxigénica y anoxigénica) como por quimiolitotrofía. En 
términos de biomasa, las Pcy dominan la columna de agua de la laguna 
en primavera y verano, mientras, que el nanofitoplancton eucariota 
domina al final del periodo de estratificación. Durante el periodo de 
mezcla ambos grupos presentan una biomasa muy similar. La biomasa de 
picoeucariotas y bacterias fotosintéticas es, relativamente, mucho menor 
que la de las Pcy y nanofitoplancton. La biomasa integrada de todos los 
productores primarios aumenta a medida que se desarrolla la 
estatificación, al igual que ocurre con la biomasa de NPB (“non 
photosynthetic bacteria”) la cual, se encuentra acoplada a la producción 
primaria. La mezcla vertical produce un desfase muy significativo en este 
acoplamiento, principalmente debido a la mineralización de los restos del 
máximo otoñal de nanofitoplacton, que produce, junto con el proceso de 
mezcla, una mayor disponibilidad de nutrientes debido al proceso de 
mineralización que se prolonga durante el periodo invernal, lo que 
permite el rápido desarrollo primaveral de las Pcy. 
La producción anual integrada en la columna de agua de la Laguna de La 
Cruz, durante el ciclo limnológico 2006, fue de 183,6 g C m-2 año-1dentro 
del rango observado en lagos mesotróficos. La mayor parte de esta 
producción es debida a procesos dependientes de la luz (92,4%), 
particularmente a la fotosíntesis oxigénica (89,7%), mientras que la 
fotosíntesis anoxigénica es responsable de un 2,7% y la quimiolitotrofía 
de un 7,6% del total  de la asimilación de carbono inorgánica. Los 
principales responsables de la fotosíntesis oxigénica son las Pcy y el 
nanofitoplancton en las aguas bien oxigenadas y la oxiclina. La 
fotosíntesis anoxigénica es llevada a cabo por bacterias del azufre, 
principalmente la bacteria púrpura del azufre, Lamprocystis purpurea, y 
la bacteria verde del azufre, Chlorobium chlatratiforme, que se 
desarrollan en el monimolimnion, y durante el periodo de estratificación, 
en el hipolimnion, donde la población de Lamprocystis se sitúa debajo 
del DCM y la de Chlorobium debajo de Lamprocystis. Los 
quimiolitotrofos son una fracción del “NPB”, el cual incluye también al 
picoplancton heterótrofo. La biomasa y producción bacteriana de estos 
últimos se encuentra acoplada a la producción primaria, excepto durante 
la mezcla invernal. 
La tasa de fotosíntesis oxigénica en el epilimnion y el mixolimnion 
permanece relativamente estable en torno a 5 mg C m-3 h-1. Los valores 
máximos de fotosíntesis oxigénica (40 mg C m-3 h-1) se localizaron, 
durante el período de estratificación en otoño, en torno al 0,1% PAR, 
correlacionándose con el desarrollo del máximo profundo de clorofila-a 
(DCM) y formado principalmente por Pcy. Los valores máximos de 
fotosíntesis anoxigénica se localizaron en la interfase óxico-anóxica y en 
el hipolimnion superior, coincidiendo con una mayor disponibilidad de 
luz. La asimilación de carbono inorgánico por quimiolitotrofía fue 
relativamente importante en la laguna, principalmente al final del período 
de estratificación y durante el período de mezcla, donde en el 
hipolimnion y monimolimnion se encuentran tasas de fijación oscura 
comparables a las tasas fotosintéticas observadas en el epilimnion y 
metalimnion. Se observa un claro dominio de la fracción procariota en 
los procesos de asimilación de carbono inorgánico, principalmente por 
fotosíntesis oxigénica por medio de las picocianobacterias, responsables 
de más de un 80% de esta asimilación a nivel global. Al final del período 
de estratificación, la asimilación de carbono inorgánico por 
quimiolitotrofía se convierte en una significativa fuente de carbono 
orgánico para la laguna. En contraste la fotosíntesis anoxigénica 
contribuye muy poco a la fijación de carbono inorgánico en el lago, 
debido principalmente a la limitación del hábitat donde desarrollarse y a 
las bajas concentraciones de sulfhídrico que presenta la Laguna de La 
Cruz. 
Durante el período de máxima estratificación y estabilidad a nivel global, 
y en el momento en el que la biomasa de Pcy es más importante, el 
control de las poblaciones de Pcy tiene lugar por depredación, 
principalmente en la DCM, por parte de protozoos, nanoflagelados y 
metazooplancton. En la Laguna de La Cruz, la abundancia de Pcy está 
influenciada por la depredación, principalmente en profundidades donde 
la luz y los nutrientes ya son muy escasos, pero mantiene valores de 
abundancia un orden de magnitud por encima de lo esperado para 
sistemas acuáticos similares. El fósforo soluble, y su dinámica, son 
también un factor clave para comprender el dominio de Pcy sobre el resto 
de organismos fotosintéticos. Estas poblaciones presentan una tasa de 
captación y acumulación de este nutriente, en forma de pirofosfato, tan 
alta que las concentraciones en la laguna siempre son limitantes para el 
resto de microorganismos. Esta estrategia permite que las Pcy tengan 
fósforo disponible, proporcionando una importante ventaja respecto al 
resto de grupos fotosintéticos, lo que permite mantener abundancias de 
Pcy muy elevadas respecto a sistemas acuáticos similares. 
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1.1. Ecología general de picocianobacterias (Pcy) en sistemas 
acuáticos 
El picofitoplancton, y más en concreto las picocianobacterias (Pcy), se engloban 
dentro del denominado picoplancton. Este término fue introducido por Sieburth 
et al., (1978), en una clasificación en función del tamaño del plancton, de uso 
generalizado a día de hoy. Inicialmente, este término hacía referencia 
únicamente a bacterioplancton heterótrofo y fueron estudios posteriores los que 
determinaron la contribución generalizada y significativa de cianobacterias 
unicelulares al picoplancton (Johnson y Sieburth, 1979; Waterbury et al., 1979; 
Li et al., 1983). El picofitoplancton comprende microorganismos de pequeño 
tamaño, en un rango de tamaño entre 0,2 m y 2 m, y está compuesto 
fundamentalmente de picocianobacterias procariotas (Pcy) y picoeucariotas 
fotótrofos (Johnson y Sieburth, 1982). Se distribuye por todos los sistemas 
acuáticos del mundo, en todo tipo de lagos y océanos, independientemente del 
estado trófico (Stockner y Antia, 1986). 
En los ecosistemas de agua dulce las Pcy dominan los ambientes pelágicos 
(Stockner et al., 2002), pudiendo estar presentes como células individuales o 
como microcolonias (Passoni y Callieri, 2001; Komárková, 2002; Crosbie et al., 
2003), y presentando una diversidad de morfotipos y genética mayor que los 
observados en ambientes marinos. A partir de múltiples estudios ecológicos 
sabemos que las Pcy, como muchos otros grupos de procariotas, presentan una 
gran capacidad de adaptación, pudiendo aclimatarse con facilidad a diferentes 
condiciones ambientales, como por ejemplo, diferentes niveles de luz por 
adaptación cromática (Hauschild et al., 1991; Callieri, 1996; Vörös et al., 1998). 
Los estudios genéticos realizados hasta ahora, principalmente del gen 16SRNA, 
muestran que las Pcy son un grupo polifilético y con una taxonomía compleja 
(Robertson et al., 2001). Por otro lado, estos microorganismos son responsables 
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de una fracción significativa de la producción primaria total en los sistemas 
marinos y de agua dulce, donde contribuye significativamente (hasta el 80%) en 
la productividad y biomasa fitoplanctónica, llegando incluso a desplazar al 
fitoplancton de mayor tamaño como base del consumo en la red trófica clásica 
(Magazzù y Decembrini, 1995; Pittera et al., 2014). Las Pcy, además, juegan un 
papel muy importante en el funcionamiento del bucle microbiano (Azam et al., 
1983), participando activamente en la regulación de los flujos de materia y 
energía, en su transferencia entre los compartimentos bióticos y abióticos, y en 
el sustento y desarrollo de niveles tróficos superiores (Di Poi et al., 2013). 
En sistemas de agua dulce se ha observado una gran diversidad fenotípica de 
Pcy, lo que hace que en la actualidad se estén estudiando las relaciones 
filigenéticas de los componentes de este grupo, para conocer la relación entre 
diversidad morfológica y filogenia. La clasificación fenotípica todavía es muy 
importante para clasificar las poblaciones de Pcy, una primera clasificación 
dicotómica se realiza en dos tipos celulares en función del tipo de pigmentos 
disponibles: el primero con autofluorescencia amarilla por ficoeritrina, células 
PE-Rich y el segundo con autofluorescencia de color rojo por la presencia de 
ficocianina, células PC-Rich (Wood et al., 1985; Ernst, 1991). Las cepas PE-
Rich tienen un máximo relativo de absorción en torno 560 nm y, por lo tanto, 
absorben la luz verde de manera muy efectiva, mientras que las cepas PC-Rich 
tienen un pico de absorción entorno a 625 nm y absorben la luz de color rojo 
anaranjado con más eficacia (Callieri et al., 1996; Haverkamp et al., 2008). Por 
otro lado se conoce, para el bacterioplacton heterótrofo, que la competencia en 
ambientes fluctuantes aumenta su diversidad fenotípica (Corno y Jürgens, 
2006). Sin embargo, en el caso específico de Pcy todavía no se sabe, por 
ejemplo, si la adaptación a la luz baja (con el fin de sobrevivir en el límite de la 
zona fótica) puede ser una fuerza de selección de una cepa mejor adaptada o si 
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la capacidad de adaptación del propio género es suficiente para sobrevivir en 
condiciones extremas (Callieri et al., 2012).  
La morfometría y el estado trófico influyen fuertemente en la composición, 
diversidad y abundancia de las comunidades de Pcy en sistemas acuáticos. La 
luz y la estratificación son factores muy importantes en la generación de nichos 
específicos para su diferenciación. El estado trófico afecta directamente a la 
presencia y abundancia relativa de Pcy respecto al nanofitoplancton (Camacho, 
2003). En general, se acepta que la proporción de biomasa que aporta Pcy al 
total del fitoplancton aumenta con la disminución del estado trófico, en parte 
debido a la alta afinidad de las Pcy por ortofosfato soluble y su capacidad de 
asimilarlo a muy bajas concentraciones, así como su capacidad para asimilar 
fuentes orgánicas de fosfato. 
También es conocido que la depredación por protozoos o metazooplancton 
puede influir en el desarrollo de las comunidades de Pcy, produciendo cambios 
en su composición estructural y taxonómica. Tanto los diferentes grupos de 
ciliados y de nanoflagelados, como rotíferos y crustáceos, pueden ejercer una 
importante presión de depredación sobre las Pcy, lo que puede significar un 
importante enlace trófico entre la producción de las Pcy y la de niveles 
superiores. La relevancia de las Pcy, como presa del zooplancton de menor 
tamaño, permite establecer nuevos modelos de interacción entre categorías 
ecológicas del fitoplancton, respecto al resto de los componentes de la red 
trófica microbiana (Callieri et al., 2012). 
Durante las últimas décadas, se han producido avances importantes en la 
percepción de la relevancia de las Pcy en sistemas acuáticos de agua dulce. 
Estas conclusiones han llegado, en gran medida, a partir de un mejor 
conocimiento de sistemas acuáticos concretos, en los que la investigación ha 
Capítulo 1                                                           Introducción General 
5 
 
permitido estudiar diferentes factores que influyen y determinan la abundancia y 
dinámica de las Pcy, tanto en su distribución en el perfil vertical como en su 
dinámica durante el ciclo limnológico. En este sentido, un estudio integrado y 
multifactorial, en una laguna donde la dominancia de las Pcy es tan importante, 
puede aportar una valiosa información al conocimiento global de este grupo de 
microorganismos. En estas tres ultimas décadas, se ha recopilado mucha 
información sobre los factores que afectan a la abundancia y distribución de Pcy 
(Callieri et al., 2012), pero falta información sobre cómo la diferenciación de 
diversos nichos, en función de estos factores (luz, temperatura, estado trófico, 
estabilidad de la columna de agua, presión de depredación…), afecta a su 
abundancia, desarrollo y dinámica en sistemas acuáticos. 
1.2. Antecedentes limnológicos en la Laguna de La Cruz 
Los estudios en la Laguna de La Cruz, por parte del grupo de limnología de la 
Universidad de Valencia, comenzaron en los años 80. Aunque no se ha 
realizado un seguimiento continuo y regular de la laguna, sí que se han 
realizado estudios muy detallados, tanto a nivel espacial, en la columna de agua, 
como durante  diferentes períodos de tiempo. De estos trabajos han sido 
publicados, hasta la fecha, más de 30 artículos y se han leído múltiples tesis 
doctorales sobre diferentes aspectos limnológicos. 
En general, el marco físico y químico siempre está presente en los trabajos 
realizados, pero los primeros y más detallados artículos revelando los detalles 
de la estructura física y las características químicas de la laguna fueron 
publicados por Vicente y Miracle (1988), Miracle et al., (1992), Juliá et al., 
(1998) y Rodrigo et al., (2001). En estos artículos se describe el origen cárstico 
de la laguna y su carácter meromíctico, así como el desarrollo estacional de la 
termoclina, el perfil de luz (PAR) y la distribución de los principales nutrientes 
inorgánicos. Por otro lado, en Rodrigo et al., (1993) se detalla el origen y 
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desarrollo del proceso de precipitación tumultuosa de carbonato cálcico, 
(“whiting”), que tiene lugar anualmente en la Laguna de La Cruz. Se destaca 
que el fenómeno se produce principalmente en verano, entre julio y agosto, y se 
resalta que es el más corto registrado en la bibliografía, con sólo una semana de 
duración. Esto justifica la intensidad del mismo, con una rápida formación de 
cristales de carbonato cálcico y una alta tasa de sedimentación.  
En cuanto a los estudios relacionados con las comunidades de organismos que 
habitan en la Laguna de La Cruz, los estudios de la comunidad fitoplanctónica 
han sido de los más abundantes y detallados (Rojo y Miracle, 1987; Dasí, 1990, 
Dasí y Miracle, 1991; Miracle et al., 1998; Kiss et al., 2007; Sendra, 2009). En 
general, desde los primeros estudios se ha observado un ligero aumento en la 
abundancia de fitoplancton eucariota. Asimismo, se ha observado un aumento 
en la importancia relativa de grupos como las Crisofíceas o Xantofíceas y, 
principalmente, de las Conjugadas. En los últimos 30 años se mantiene estable 
la composición de especies, de nanofitoplancton, en la laguna con algunos 
cambios en las especies dominantes, principalmente en Clorofíceas, Conjugadas 
y Cryptomonas, generalmente hacia especies de menor tamaño. El estudio de 
las comunidades bacterianas ha sido más limitado; principalmente se han 
estudiado en profundidad las bacterias fotosintéticas presentes en la laguna, 
bacterias verdes y púrpuras del azufre (Vicente y Miracle, 1988; Rodrigo et al., 
1993; Romero, 2007; Romero-Viana, 2006) mostrando que, pese a la limitada 
concentración de sulfhídrico disponible, se pueden llegar a formar densas 
poblaciones de bacterias fotosintéticas, estratificadas, con bacterias púrpura del 
azufre dominando la oxiclina y el hipolimnion superior, y bacterias verdes del 
azufre dominando el resto del hipolimnion. 
Otro de los grupos bien estudiados, a lo largo de estos años en la Laguna de La 
Cruz, ha sido su comunidad de zooplancton, tanto las comunidades de rotíferos 
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(Miracle y Vicente, 1983; Koste, 1991; Esparcia et al., 1991; Esparcia, 1993; 
Armengol et al., 1993; Armengol et al., 1998; Armengol y Miracle, 2000; 
Esparcia et al., 2001) como de crustáceos (Boronat, 2003) y cladóceros 
(Boronat et al., 2001), así como su estructura en el perfil y los patrones de 
migración vertical en esta laguna (Armengol y Miracle, 2000; Boronat, 2003). 
Se puede generalizar que el zooplancton de la Laguna de La Cruz muestra 
cambios estacionales en la abundancia relativa de los distintos grupos. Se 
observa una alternancia de cladóceros y copépodos desde la primavera hasta 
mediados de verano, teniendo los rotíferos abundancias relativas mayores desde 
el final del verano y durante el período de mezcla otoño-inverno. Los 
copépodos presentan poblaciones permanentes, mientras que la presencia de las 
especies de cladóceros está más restringida a determinadas épocas. Las cinco 
especies de crustáceos planctónicos, descritos en la Laguna de La Cruz, 
presentan una estructurada distribución vertical, situándose los cladóceros, los 
copepoditos y adultos de copépodos en la parte más baja del metalimnion 
durante la época estival. Mientras que, los nauplios de los copépodos se sitúan, 
principalmente, en el epilimnion. Durante los períodos de mezcla, las especies 
de zooplancton presentes se distribuyen por toda la columna. Los ostrácodos 
(Mezquita, 2002) también han sido estudiados, pese a la escasa zona de bentos 
litoral que posee la laguna. El perfil vertical y la migración diaria de otros 
organismos, como Chaoborus flavicans (díptero), también han sido estudiados 
(Starkweather et al., 2005). 
A excepción de los estudios realizados sobre bacterias fotosintéticas, la fracción 
picoplanctónica en la Laguna de La Cruz ha sido, con diferencia, la menos 
estudiada hasta ahora de la laguna. La presente tesis pretende rellenar este 
hueco, sobre todo en lo que respecta a un grupo de microorganismos como las 
Pcy que ha demostrado ser una pieza clave en el funcionamiento de los 
ecosistemas acuáticos, estableciendo su desarrollo, abundancia y dinámica, en 
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relación al marco físico y químico de la laguna y en relación al resto de 
microorganismos presentes en ella. 
1.3. Objetivos de la tesis 
El objetivo principal de esta tesis es el estudio integral de la fracción 
picoplanctónica pelágica de la Laguna de La Cruz, principalmente de las 
picocianobacterias, determinando los factores, tanto físicos y químicos como 
bióticos más importantes, que influyen en sus patrones de distribución, 
abundancia, actividad y dinámica estacional. 
Como objetivos específicos están los siguientes: 
Delimitar el marco físico y químico de la Laguna de la Cruz, a lo largo del ciclo 
hidrológico en el que se desarrolla el presente estudio, profundizando 
principalmente en el desarrollo y dinámica de los gradientes de densidad 
(estratificación), luz y nutrientes. 
Establecer los patrones de distribución, las abundancias y la dinámica espacial y 
temporal de las poblaciones de Pcy, en relación a las del resto de 
microorganismos presentes en la laguna. 
Obtener un método cromatográfico (HPLC) que permita determinar y 
cuantificar los pigmentos fotosintéticos más importantes en mezclas complejas 
de microorganismos fotosintéticos en lagos estratificados; y establecer así, 
metodológicamente, la adecuación de las diferentes ecuaciones 
espectrofotométricas más usadas en la bibliografía a este tipo de ecosistemas 
estratificados. 
Determinar la viabilidad de la citometría de flujo, para la identificación y 
cuantificación de los microorganismos fotosintéticos presentes en la Laguna de 
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la Cruz, en comparación con los recuentos realizados por microscopía. 
Establecer las ventajas  e inconvenientes de ambas metodologías. 
Cuantificar estacionalmente, en el perfil vertical de la Laguna de La Cruz, las 
tasas de asimilación inorgánica de carbono, tanto fotosintética (oxigénica y 
anoxigénica) como por quimiolitotrofía. Determinar la relevancia relativa de 
cada tipo de metabolismo de asimilación inorgánica de carbono en relación a la 
biomasa productores primarios en la laguna. 
Determinar experimentalmente, con ensayos “in situ” y de laboratorio, los 
factores más relevantes, principalmente disponibilidad de nutrientes, 
depredación y cantidad y calidad de la luz, que influyen en la abundancia y 
distribución de las Pcy en la Laguna de la Cruz y en su relación con el resto de 
microorganismos presentes en la laguna durante el período de estratificación. 
1.4. Organización y estructura de esta tesis 
La presente tesis se encuentra estructurada en 8 capítulos más las conclusiones 
generales. El primer capítulo es una introducción general sobre la fracción 
picoplanctónica, con especial énfasis a la ecología de las picocianobacterias, 
que son el motivo central de esta tesis; además de resumir la actividad científica 
que hasta la fecha ha sido publicada de la Laguna de la Cruz, en total más de 30 
publicaciones y 6 tesis doctorales sobre diferentes aspectos limnológicos. 
El segundo capítulo, de metodología general, integra todas aquellas 
metodologías que, de alguna manera, son necesarias en el conjunto de la tesis; 
bien por aparecer en diferentes capítulos o por ser demasiado generales. Cada 
capítulo puede contar, además, con metodología específica. El capítulo 3 
establece el marco físico y químico de la Laguna de La Cruz, mientras que 
capítulo 4 detalla la distribución, abundancia y dinámica de las Pcy en la 
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Laguna de La Cruz, en relación con el resto de microorganismos presentes en la 
laguna. 
Los capítulos 5 y 6 son principalmente metodológicos; la Laguna de la Cruz 
presenta características particulares que hacen que se puedan delimitar muy bien 
los factores de estudio, lo que la hace un buen sistema modelo para estudios 
metodológicos. En el capítulo 5 se presentan las modificaciones metodológicas 
para identificar y cuantificar por HPLC los principales pigmentos de los 
microorganismos fotosintéticos que alberga la Laguna de la Cruz, así como la 
viabilidad del uso de determinadas ecuaciones espectrofotométricas para 
estimar los pigmentos fotosintéticos en este tipo de ecosistemas. En el capítulo 
6  se detalla la viabilidad del uso de la citometría de flujo para la identificación 
y recuento de microorganismos fotosintéticos en mezclas heterogéneas, como 
los lagos estratificados y, en concreto, en el perfil vertical de la Laguna de La 
Cruz. 
En el capítulo 7 se describe la actividad de fijación de carbono inorgánico en el 
perfil vertical de la laguna, así como su dinámica estacional, relacionándolo con 
la biomasa de los principales microrganismos fijadores de carbono presentes en 
la laguna. En el capítulo 8 se establecen los factores más relevantes, 
principalmente nutrientes, depredación y luz, que influyen en la abundancia y 
distribución de las Pcy. Se integran resultados experimentales “in situ” y de 
laboratorio para establecer además la interacción de Pcy con el resto de 
microorganismos presentes en la laguna y con los factores físicos y químicos 
más relevantes durante el período de estratificación. Por último, en las 
conclusiones finales, se reúnen las conclusiones más relevantes de todos los 
capítulos anteriores.  
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En el presente capítulo se describe la metodología general empleada para la 
realización de esta tesis. La información de este capítulo, tanto de los equipos 
como de los métodos empleados, se establece en función de la necesidad que de 
esa información en capítulos posteriores. La metodología específica se 
encuentra en su capítulo. 
Lugar de estudio y periodicidad de los muestreos 
El cuerpo principal de esta tesis lo constituyen los trabajos realizados en la 
Laguna de La Cruz, de esta laguna se ha realizado un seguimiento mensual 
durante los años 2005, 2006 y 2007. El ciclo limnológico estudiado con más 
detalle ha sido el del 2006, en el que además se realizaron los muestreos 
estacionales para la determinación de la asimilación de carbono inorgánico en el 
perfil vertical, así como los bioensayos y experimentos más importantes. El 
conjunto de torcas del que forma parte la laguna, base del presente trabajo, se 
localiza en el municipio “Cañada del Hoyo”, en la provincia de Cuenca 
(Comunidad de Castilla-La Mancha), distribuyéndose a ambas márgenes del río 
Guadazaón. Se trata de una zona cárstica, en la parte sur de la Serranía 
Conquense y a una altitud de 1.032 m.s.n.m. (UTM30SWK9627, coordenadas 
39 59 16.0008903 N - 1 52 25.1449818 W). El conjunto consta de 34 torcas, 12 
quedan en la margen izquierda y 22 en la margen derecha, entre las que se 
encuentra la Laguna de La Cruz que junto con 6 lagunas más, forman el 
conjunto de lagunas de la margen derecha que presentan agua permanentemente 
(Rodrigo, 1997). 
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Figura 2.1 Vista aérea del sistema lagunar de Cañada del Hoyo y fotografía, en detalle, 
de La Laguna de La Cruz. 
Batimetría 
Los diferentes perfiles batimétricos, para la caracterización de la cubeta, se 
realizaron con una ecosonda Lowrance LCX-15 CT Color Recording Sonar 
(Dual-frequency 50-200 kHz selectivity). 
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Perfiles verticales. Caracterización física y química 
Sonda multiparamétrica CTD “Seabird” 
La sonda multiparamétrica CTD (acrónimo de Conductivity, Temperature y 
Depth) “Seabird SBE 19” es una herramienta muy precisa para la determinación 
de propiedades físicas y químicas en sistemas acuáticos. Proporciona importante 
información de la distribución, en el perfil vertical, de las variables medidas en 
los sensores instalados. Para la realización de esta tesis doctoral, la sonda tenía 
equipados los sensores básicos (CTD) de temperatura, conductividad y 
profundidad más dos conjuntos de sondas. 
1. Temperatura (ºC) 
2. Conductividad (S cm-1)  
3. Presión (profundidad, m)  
Set 1: 
4. Oxígeno disuelto (ppm, %) 
5. Clorofila a (µg l-1). Fluorimetría 
6. Ficocianina (U.A.F.). Fluorimetría 
7. Ficoeritrina (U.A.F). Fluorimetría 
Set 2: 
8. cDOM (materia orgánica disuelta) (ppm SQ). Fluorimetría 
9. pH 
10. Eh (O.R.P.) 
11. Turbidez (NTU) 
Sonda independiente acoplada a SBE 19: 
12. Phytoflash (rendimiento fotosintético) 
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Figura 2.2 Sonda multiparamétrica CTD (Seabird 19), durante un perfil vertical, en la 
Laguna de La Cruz. 
1. Temperatura (ºC) 
El sensor de temperatura, incorporado en la CTD, tiene un rango de medición 
que se sitúa entre -5 ºC y 35 ºC, con una exactitud de 0,01 ºC / 6 meses y una 
resolución de 0,001 ºC. 
El valor de temperatura obtenido se representa como T90 (The International 
Temperature Scale of 1990 (ITS-90)), que sustituye a la anterior IPTS68. Para 
todos los equipos anteriores a 1990 la temperatura es T68, todos los estudios 
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anteriores en las diferentes lagunas, no realizados con el Seabird, siguen ese 
estándar, por lo que para comparar los resultados la transformación sería: 
T68 = 1.00024 * T90 
2. Conductividad específica (S cm-1) 
El perfilador vertical, SBE 19 SEACAT, realiza las medidas de conductividad 
en dos escalas diferentes, una normal y otra en rango bajo; esta última es la más 
adecuada para agua dulce, con un rango de medición entre 0-0,6 S/m, una 
exactitud de 0,001 S m/1 / 6 meses y una resolución de 0,0001 S m/1. 
Para el estudio de la conductividad, en sistemas acuáticos naturales, se 
recomienda que la medida de conductividad se corrija por la temperatura; 
aunque existen alternativas, la más usada es la que usa como referencia la 
temperatura de 25ºC y viene definida por la fórmula (Standard Methods, 2005): 
Conductividad específica [µmhos/cm] = (C * 10,000) / (1 + A * (T-25)) 
donde: 
C = conductividad [S/m] 
T = temperatura [°C] 
A = “thermal coefficient” o conductividad para soluciones salinas iónicas 
naturales 
(S/m = Siemens/metro, 1 S/m = 10 milimhos/cm) 
La conversión de las medidas de conductividad en medidas de concentración 
iónica (salinidad) se define por la “Practical Salinity Scale (PSS-78)(UNESCO, 
1981). Sin embargo, esta conversión viene definida por los ratios iónicos en 
agua de mar estándar, por lo que en agua dulce, el cálculo de la concentración 
iónica (salinidad), a partir de la conductividad, no se encuentra bien definida de 
manera global, siendo necesario el desarrollo de una ecuación específica para 
cada sistema. En nuestro caso usamos los ratios estándar, por lo que los 
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resultados de salinidad se usarán para estudios comparativos del perfil vertical y 
la dinámica temporal en una misma masa de agua, pero no en la comparación de 
sistemas acuáticos. 
3. Presión (profundidad (m))  
Sensor de presión “Paroscientific Digiquartz” modificado por temperatura, 
configurado con un rango de 0-100 psia, una exactitud de 0,25 psia y una 
resolución 0,15 psia. 
El cálculo de la profundidad para agua dulce (a nivel del mar) se realiza así: 
Profundidad (m) = p * 1.019716 
p = presión en decibares  
Para sistemas acuáticos a diferente altura, respecto al nivel del mar, se toman las 
primeras medidas del equipo con el sensor de presión a 25 cm bajo la superficie 
del agua, y con esta medida de referencia se corrige todo el perfil vertical. 
4. Oxígeno disuelto (sensor SBE-43).  
El sensor de oxígeno disuelto SBE-43, instalado en el perfilador vertical SBE 
19 SEACAT, es de tipo membrana polarográfica; el sensor recoge los datos de 
voltaje para su posterior procesado y conversión a concentración de oxígeno 
disuelto (ml/l), siguiendo una versión modificada de los algoritmos de Owens 
and Millard (1985). 
Oxygen (ml/l) = [Soc * (V + Voffset)) * exp(Tcor * T) * Oxsat(T,S) * exp(Pcor 
* P) 
donde: 
V = SBE 43 output voltaje (volts) 
T = CTD temperatura (°C) 
S = CTD salinidad (psu) 
P = CTD presion (dbars) 
Oxsat(T,S) = saturación de oxígeno (ml/l) 
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Coeficientes (Calibración 29 de diciembre de 2005) 
SOC = 0,4292 
Voffset = -0,5100 
Tcor = 0,0009 
Pcor = 1,35 *10-4 
5. Clorofila-a (WETStar de Wetlabs) 
En el perfilador vertical SBE 19 SEACAT se encuentra instalado el sensor de 
concentración de clorofila “WETStar fluorometer (WS1S-373)” de wetlabs; el 
sensor tiene unas longitudes de onda de excitación/emisión (Ex/Em) de 470/695 
nm y una sensibilidad de  0.025 µg/l, con un rango (“high range”) entre 0,01 y 
150 µg/l. 
El cálculo de la concentración de clorofila se calcula a partir de la ecuación: 
Concentration (μg/l) = (Output – Blank Output) * Scale Factor 
donde: 
Output (volts) = salida en voltaje del sensor 
Blank Output (volts) = medida del blanco en voltaje de agua filtrada 
Scale Factor (μg/l–volt) = multiplicador 
El blanco se determinó periódicamente con agua destilada (MilliQ). El factor de 
calibración que proporciona Wetlabs se puede usar para obtener valores 
aproximados de concentración de clorofila, sin embargo, es aconsejable, en 
estos casos, obtener factores de calibrados de campo. La relación entre la 
fluorescencia de la clorofila a y su concentración es muy variable; para una 
buena calibración de este tipo de sensores, el factor de escala se debe corregir 
cuando el tipo de plancton cambia, bien por cambios estacionales o por tratarse 
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de sistemas acuáticos distintos. Las correlaciones se realizaron con medidas de 
clorofila a obtenidas por espectrofotometría y HPLC. 
 
6. Ficocianina (Cyclops-7 de Turner) 
Con el fluorímetro Cyclops-7 obtenemos información de la concentración de 
ficocianina en la columna de agua; este pigmento lo poseen principalmente 
cianobacterias, lo que nos permite conocer la abundancia de este grupo y si 
presenta máximos profundos. Las longitudes de onda de excitación/emisión son 
Ex: 630 y Em: 660, con un rango (X1 Gain) de entre 1.400 y 2 millones de 
células/ml. 
7. Ficoeritrina (Fluorímetro Seapoint) 
Con este fluorímetro se puede determinar la concentración de ficoeritrina en la 
columna de agua que, al igual que la ficocianina, es un pigmento característico 
de cianobacterias (aunque sólo de algunas especies características), lo que nos 
permite definir, con más precisión, el tipo de cianobacterias que encontramos en 
el perfil vertical. Las longitudes de onda de excitación/emisión son Ex: 540 y 
Em: 610, con un rango entre 0,03 y 150 µg/l. 
8. CDOM (Wetlabs) 
El fluorímetro de CDOM (“Colored dissolved organic matter”) Wetstar permite 
la medida de concentraciones relativas de materia orgánica disuelta; los valores 
se obtienen midiendo, directamente, la emisión de fluorescencia del agua tras la 
excitación con ultravioleta. El agua se bombea al interior del equipo, en una 
cubeta de cuarzo donde la muestra es excitada con 2 leds de 370 nm (10 nm 
FWHM) y un sensor situado a 90º recoge la emisión a 460 nm (120 nm 
FWHM). El equipo presenta una sensibilidad de 0.025 ppb QS con un range de 
hasta 100 ppb. 
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La concentración de CDOM “QSDE” (Quinine Sulfate Dihydrate Equivalent) 
viene expresada en ppb y se obtiene a partir de la ecuación: 
CDOM “QSDE” (ppb) = Factor de escala X (Voutput-Voffset) 
donde: 
Output (volts) = salida en voltaje del sensor 
Blank Output (volts) = medida del blanco en voltaje de agua filtrada 
Scale Factor (μg/l–volt) = multiplicador 
Coeficientes (Calibración 4 de mayo de 2005) 
Voffset (voltios) = -0,052 
Factor de escala = 68 pb/V 
El valor de blanco (Voffset) se comprueba periódicamente con agua destilada 
(MilliQ). 
Turbidez (Seapoint) 
El turbidímetro Seapoint, instalado en la CTD, detecta la luz dispersada por las 
partículas en suspensión en el agua; el sensor emite luz de 880 nm y mide la 
dispersión de esa luz emitida. 
Turbidez (FTU) = Factor de escala X (Voutput-Voffset) 
Factor de escala: 
G100X  (200 mV/FTU)   rango de 0-25 FTU 
G20X  (40 mV/FTU)  rango de 0-125 FTU 
G1x  (2 mV/FTU)  rango de 0-759 FTU 
Phytoflash (Turner) 
Esta metodología de fluorescencia activa (pulsante) permite estimar el 
rendimiento fotosintético en el perfil de la columna de agua, gracias a este dato 
sabemos la eficacia con la que se está realizando la fotosíntesis en el sistema 
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acuático, pudiendo así sacar conclusiones de su productividad. Se pueden 
encontrar más detalles en el capítulo 7. 
Toma de muestras, separación y fijación “in situ”. 
Toma de muestras 
La toma de muestras se realizó desde abril de 2005 a septiembre de 2007. La 
frecuencia de muestreo fue, aproximadamente, mensual.  
 
Figura 2.2 Doble cono, para el muestreo de sistemas estratificados, durante una toma de 
muestras en la Laguna de La Cruz. 
Tras determinar los perfiles físicos y químicos, con la sonda multiparamétrica 
CTD de temperatura, oxígeno disuelto, conductividad,  turbidez, pH, O.R.P., 
CDOM, clorofila-a, ficoeritrina y ficocianina, se realizaba la selección de los 
puntos de muestreo y se pasaba a la toma de muestras. En total se tomaban entre 
15 y 20 muestras, centrando la atención en la zona de la interfase óxico-anóxica 
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y sus alrededores, así como en las zonas de máximos de oxígeno por coincidir, 
habitualmente, con máximos poblacionales de organismos fotosintéticos. 
El método de muestreo elegido para la toma de muestras de agua debe ser 
adecuado para el objetivo que se pretende estudiar. Así, se usó un sistema de 
doble cono con entrada laminar (Miracle et al., 1992) (figura 2.2), con una 
resolución vertical entre 2,5 y 5 cm (Gasol et al., 1990).  
La recogida de las muestras se realizaba en recipientes adecuados, con 
tratamiento previo si era preciso (conservantes o reactivos), guardándose las 
muestras a 4º C en oscuridad hasta su procesado (Sendra, 2009). 
Métodos analíticos 
Métodos químicos instrumentales 
Variables determinadas en laboratorio 
Los métodos utilizados, para determinar las variables que se señalan en este 
apartado, son los descritos por la bibliografía general de análisis de agua 
(Strickland y Parsons, 1972; Golterman et al., 1978; Wetzel y Likens, 1979; 
Rodier, 1984; APHA-AWWA-WPCF, 1992). En este apartado se realiza una 
breve descripción del fundamento de cada determinación, pudiéndose encontrar 
una descripción más detallada, en cuanto al procedimiento y reactivos utilizados 
en cada caso, en Camacho (1997). Cuando se precisaba la utilización de 
técnicas de espectrofotometría se empleó un espectrofotómetro UV-Visible 
Beckman, modelo DU-7, complementado con un sistema de salida de datos, 
para permitir su almacenaje en soporte informático y su posterior tratamiento en 
caso de necesitarse. 
Nitrito 
Su determinación se basa en la reacción de Griess. En medio ácido, el nitrito se 
transforma en ácido nitroso, el cual reacciona con la sulfanilamida formando 
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una sal diazónica, que reacciona de forma cuantitativa con la naftil-etilen-
diamida para dar un compuesto que toma una coloración rosada detectable, 
cuantitativamente, por espectrofotometría (Golterman et al., 1978). 
Nitrato 
El nitrato se puede determinar reduciéndolo de forma cuantitativa a nitrito, el 
cual se estima por el método de Griess; para ello se pasa la muestra tamponada 
(pH=8) por una columna reductora de cadmio cuperizado (Golterman et al., 
1978). 
Amonio 
La concentración de amonio en las muestras se determinó por el método del 
azul de indofenol modificado (Golterman, 2004). El método es sensible entre 0-
70 µM. Tras una incubación previa (30 minutos) con salicilato de sodio se 
añade isocianurato en medio alcalino durante una hora. Tras la que se mide la 
absorbancia a 630 nm. 
Fósforo reactivo soluble 
El fósforo reactivo soluble puede estimarse mediante espectrofotometría ya que, 
en medio ácido, los iones fosfato reaccionan con el molibdato dando un 
compuesto de color amarillo, el fosfomolibdato, el cual tras una reducción con 
ácido ascórbico da lugar a un compuesto de color azul (azul de molibdeno), 
cuya intensidad es proporcional a la concentración de fosfato. 
Fósforo total 
Se puede determinar mediante el método del azul de molibdeno (Golterman et 
al., 1978), tras realizar una digestión ácida de la muestra; se provoca así la 
hidrólisis de los polifosfatos y los compuestos orgánicos que contienen fósforo, 
llegando a ortofosfato, el cual ya puede determinarse mediante el método antes 
expuesto. 
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Nitrógeno total 
El nitrógeno total se determinó espectrofotométricamente tras doble digestión 
(Golterman, 2004) basada en el método de Koroleff (1983) modificado por 
Qualls (1989) por el método de la segunda derivada de la curva de absorbancia 
en el UV medida a 224 nm. 
Silicato reactivo soluble 
El silicato, en medio ácido, reacciona con el molibdato amónico dando un 
compuesto de color amarillo (ácido molibdosilícico), el cual puede reducirse 
dando un compuesto de color azul; dicha coloración es proporcional al silicato 
contenido en la muestra (Rodier, 1984) y puede estimarse mediante 
espectrofotometría. 
Métodos separativos 
Procedimiento de extracción de pigmentos 
Para la extracción de pigmentos, el seston se recuperó, por filtración de agua de 
cada profundidad, en filtros GF/F (Whatman 47mm). Después de eso, los filtros 
se colocaron en tubos Corning que contenían 5 ml de acetona 90% (modificado 
de Strickland y Parsons, 1972). Con el fin de facilitar la extracción, las muestras 
se sometieron a ultrasonidos, durante 5 minutos, varias veces. Las muestras se 
colocaron después a -20 ºC en la oscuridad, durante al menos 8 horas. 
Posteriormente, los tubos se centrifugaron (3000x g durante 10 min) y el pellet 
fue descartado. El sobrenadante se filtró a través de PTFE filtros de 0,2 µm 
(VWR) y se procesó en las siguientes 3 horas. Las determinaciones 
espectrofotométricas y HPLC se llevaron a cabo en paralelo, con dos alícuotas 
del mismo extracto. 
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Determinación de pigmentos fotosintéticos por espectrofotometría visible 
Se realizaron medidas espectrofotométricas, con 2 ml de extracto filtrado en 
cubetas de cuarzo de 1 cm, utilizando un espectrofotómetro Beckman DU-7 
UV-Visible. Los espectros de escaneo desde 350 a 900nm, con una resolución 
de 0,5nm, se registraron y procesaron digitalmente. La concentración de 
diferentes pigmentos fotosintéticos se obtuvo mediante el uso de los algoritmos 
compilados en la tabla 5.1 del capítulo 5. 
Pigmentos, determinación por cromatografía líquida de alta resolución 
(HPLC) 
Para analizar la composición de pigmentos por HPLC, una alícuota de 150 l de 
cada extracto se inyectó en un sistema de HPLC con un detector PDA 996. Para 
mejorar la separación los diferentes pigmentos fotosintéticos, y antes de la 
inyección, las alícuotas se mezclaron con un volumen de acetato de amonio 
(agente de apareamiento iónico), a una concentración final de 0,1mM. El 
sistema estaba equipado con dos columnas (Spherisorb S5 ODS2), que trabajan 
en serie, cada carrera tiene una duración de 95 min a 35°C, en un gradiente de 
metanol/amonio/acetato/acetona modificado de Pinckney et al., (1996), para 
mejorar la separación (ver gradiente en la tabla 2.1). Los pigmentos eluidos se 
detectaron mediante PDA, en un rango de absorbancia de 380 a 800nm. Las 
identidades de cada pico se determinaron, mediante la comparación de los 
tiempos de retención y espectros con los estándares puros comprados a DHI®, o 
con cromatogramas obtenidos de cultivos de algas o bacterias del azufre puros. 
En todos los casos, las correlaciones lineales se realizaron con intercepción 
forzada a cero. Para algunos carotenoides algales, y todos los pigmentos 
bacterianos, las concentraciones se calcularon usando coeficientes de extinción 
específicos (Foppen, 1971; Jeffrey et al., 1999). 
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Tabla 2.1. Resumen de la carrera cromatográfica (HPLC) para la separación de 
pigmentos fotosintéticos en la Laguna de La Cruz. 
 
Tiempo 
(min) 
Flujo 
 (ml min-1) 
Metanol 
% 
Acetato amónico 
0.1 M % 
Acetona 
% 
0 0.8 80 20 0 
5 0.8 80 10 10 
45 1.25 80 5 15 
50 1.5 80 0 20 
65 0.8 80 0 20 
67 0.8 80 20 0 
95 0.8 80 20 0 
Enumeración y cálculo de biomasa de microorganismos 
Para proceder al recuento de picoplancton fotosintético y no fotosintético, las 
muestras de agua se fijaron con una solución de paraformaldehído: 
glutaraldehído tamponado con PBS (solución a una concentración final de 1%: 
0,05% respectivamente, Marie et al., 1997). Una vez en el laboratorio diferentes 
submuestras de entre 0,1 y 5 ml, dependiendo de la cantidad aproximada de 
biomasa microbiana, se filtraron a través de filtros negros con tamaño de poro 
de 0,2 µm (Nuclepore ™) a baja presión. Una cuarta parte de filtro se contó 
directamente bajo un microscopio de epifluorescencia Zeiss RS III (1250x), y 
las células se clasificaron, como picocianobacteria (Pcy) o picoeukariotas 
(Ape), en base a su autofluorescencia, forma, tamaño celular y la presencia de 
cloroplastos.  
El recuento de NPB, bacterias no fotosintéticas, (heterótrofas y 
quimiolitotrofas), otro cuarto del filtro se tiñó con DAPI (Porter y Feig, 1980) y 
se contó con un microscopio de epifluorescencia invertida (1250x) Zeiss III RS. 
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Tanto el DAPI como las células con auto-fluorescencia inducida se observaron 
mediante el uso de filtros estándar para la excitación en el ultravioleta y en el 
azul (MacIsaac y Stockner, 1993).  
Por otro lado, las bacterias fotosintéticas del azufre, después de ser retenidas en 
un filtro de acetato de celulosa (0,2 m de diámetro de poro), se contaron por 
contraste de fase con un microscopio Zeiss RS III en 1250x. Estos filtros se 
secaron y se tiñeron con eritrosina fenicada para permitir la identificación 
células (Jones, 1979).  
Para el recuento de nanofitoplancton eucariota, de ciliados y nanoflagelados, las 
muestras de agua se fijaron con solución de Lugol y 50 ml se dejaron en las 
cámaras de sedimentación Utermöhl durante 48h (Utermöhl, 1958). En este 
caso, la identificación y el recuento se realizaron con un microscopio Nikon 
Eclipse TE2000-S invertido en 600x y 1000x. 
En todos los casos, al menos 500 individuos fueron contados y 10 individuos de 
cada especie fueron medidos con el fin de calcular el biovolumen y poder 
realizar los cálculos de biomasa. 
Los factores de conversión de biomasa, para convertir biovolumen a contenido 
de carbono, se tomaron de diversas fuentes. Para picoprocariotas y 
picoeucariotas se tomó de Worden (2004), mientras que el factor de conversión 
de la biomasa de nanofitoplancton se obtuvo de Wetzel (2001). El contenido en 
carbono de las células bacterianas y su biomasa total de se calculó de acuerdo a 
Loferer-Krößbacher et al., (1998). 
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3.1. Introducción 
La caracterización física y química de los ecosistemas acuáticos ha sido, 
históricamente (Hutchinson, 1958; Lerman et al., 1995), un aspecto esencial a la 
hora de comprender e interpretar el desarrollo y la dinámica de las poblaciones 
de organismos presentes en estos ecosistemas y, de forma global, entender su 
funcionamiento (Margalef, 1983; Wetzel, 2001). Aspectos como la 
climatología, la meteorología y conceptos como el balance térmico, la 
intensidad y la dinámica del proceso de estratificación térmica estival 
dependiente de factores climáticos, la intensidad y calidad de la luz en la 
columna de agua y la limitación por nutrientes, han mostrado ser factores claves 
en la distribución y la dinámica de los organismos acuáticos y particularmente 
relevante para el desarrollo y dinámica del picoplancton autótrofo en sistemas 
acuáticos de agua dulce (Camacho et al., 2003), así como para comprender la 
dominancia de las cianobacterias en sistemas acuáticos (Postius y Ernst, 1999; 
Dokulil y Teubner, 2000). 
De manera general, en la caracterización física y química, los aspectos más 
relevantes que influyen en los ecosistemas acuáticos son, por un lado, las 
características propias del propio lago y, por otro lado, los factores climáticos a 
los que está expuesto. Las principales características internas que marcan la 
respuesta climática en estos sistemas son, la profundidad máxima, el tamaño y 
morfología de la cubeta y su exposición al viento. Por otro lado, los principales 
factores externos a los que estos ecosistemas responden son, la radiación solar, 
la temperatura del aire, la humedad y precipitación, la estabilidad del aire sobre 
la superficie del agua y el viento. Asimismo, en algunos sistemas acuáticos, la 
formación anual de una capa de hielo, su espesor y su albedo también pueden 
ser de gran relevancia (Ragotzkie, 1978). 
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En ecosistemas acuáticos profundos se dan períodos de estratificación, con 
importantes diferencias de densidad entre el agua de superficie y el agua de 
mayor profundidad. La estratificación y su evolución es consecuencia de la 
interacción de la superficie del lago con factores físicos, como variables 
climáticas y meteorológicas, radiación solar incidente, intercambio de calor con 
la atmósfera, y en menor medida, el efecto de las precipitaciones, el viento y la 
posible congelación invernal de la superficie. Las diferencias de densidad en el 
perfil vertical son consecuencia, tanto de gradientes de temperatura como de 
gradientes químicos debido a las diferentes sustancias disueltas en el agua 
(Boherer y Schultze, 2008). El gradiente térmico de densidad es el que permite 
que se establezca la estratificación térmica estival en lagos como La Laguna de 
La Cruz, donde, además, por su carácter meromíctico, existe una quimioclina 
permanente, en torno a los 16 m de profundidad, que delimita el 
monimolimnion anóxico (Vicente y Miracle, 1988; Rodrigo, 2001). Este 
monimolimnion resulta especialmente importante por acumular diferentes 
compuestos químicos, principalmente nutrientes inorgánicos, además de actuar 
como reservorio de diferentes microorganismos anaerobios, que pueden 
colonizar el hipolimnion durante el período de estratificación. 
En el caso concreto de un sistema como la Laguna de La Cruz, el tamaño y 
morfología de la cubeta resulta de gran relevancia, tanto en el proceso de 
formación, como en la intensidad del gradiente térmico estacional, así como en 
el marcado gradiente químico (quimioclina) permanente que aísla el 
monimolimnion de la laguna. Se delimita un perfil de densidad con un patrón 
bien definido que permite estudiar con detalle la relación entre el desarrollo y 
dinámica de los organismos de la columna de agua con respecto a la estabilidad 
térmica de la laguna, bien respecto a sus valores integrados (índice de 
estabilidad, estabilidad de Schmidt) en toda la laguna como a la distribución en 
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el perfil vertical  de la estabilidad física, medida como frecuencia de Brunt-
Väisälä, que estima la intensidad del gradiente de densidad (Boehrer y Schultze, 
2009). La descripción e interpretación precisa de estos conceptos físicos 
permitirá, estudiar la relevancia de la estructura física de laguna en relación a 
las interacciones con otros organismos. 
En este capítulo se describe el marco físico y químico en el que se desarrollan 
los microrganismos acuáticos y, más concretamente, el picoplancton autótrofo 
de la Laguna de La Cruz, el cual es el objeto central de estudio en esta tesis. Se 
presentan las características físicas y químicas más relevantes que pueden 
afectar al desarrollo y dinámica de las poblaciones de picoplancton autótrofo, 
para poder evaluar su relevancia respecto a las interacciones bióticas con el 
resto de microorganismos presentes en la laguna. 
 
3.2. Resultados 
Principales factores meteorológicos 
Irradiancia total incidente  
La energía incidente del sol es la principal fuente de energía de los ecosistemas 
acuáticos; depende, principalmente, de la localización geográfica (longitud y 
latitud) del sistema estudiado; aunque presenta ciclos anuales, más o menos 
estables, el promedio anual se mantiene relativamente constante, 
independientemente de factores climáticos y meteorológicos locales. Por otro 
lado, las horas de insolación tampoco tienen variaciones interanuales muy 
importantes. 
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Figura 3.1. (A) Irradiancia total mensual promedio que incide en la superficie de la 
laguna y (B) Horas de luz diarias promedio para cada mes en las coordenadas donde se 
sitúa la Laguna de La Cruz. Fuente: (PVGIS, http://re.jrc.ec.europa.eu/pvgis/). 
Los valores de irradiancia mensual total acumulada, en las coordenadas donde 
se sitúa la Laguna de La Cruz (figura 3.1A), muestran durante el período 
invernal, un valor promedio de 15.000 W m-2, con un incremento paulatino de la 
irradiancia, que coincide con el aumento de las horas de insolación (figura 
3.1B), hasta llegar a un valor máximo de irradiancia de 26.830 W m-2 en el mes 
de julio, momento a partir del cual comienza a descender la irradiancia mensual 
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promedio, mucho más acusadamente entre octubre y noviembre. Los valores 
mínimos de irradiancia en la Laguna de La Cruz se dan en diciembre, 
coincidiendo con el mínimo de horas de luz. 
Temperatura atmosférica 
La temperatura atmosférica, con respecto a la temperatura del agua, determina 
la transferencia de calor en un sentido u otro. A diferencia de la irradiancia, la 
temperatura atmosférica depende de factores climáticos y meteorológicos 
locales, pudiendo presentar variaciones interanuales que influyen en el régimen 
térmico de estos ecosistemas. 
 
 
Figura 3.2. Evolución de la temperatura media mensual (ºC), medida en la estación 
meteorológica de la AEMET 8096 de Cuenca, durante el período 2005-2007. 
La variación mensual de temperatura atmosférica media, para el período 2005-
2007 (figura 3.2), muestra patrones interanuales muy similares, aunque es 
destacable que el ciclo limnológico de 2006 muestra una primavera y un 
invierno más cálidos que el resto de años estudiados. 
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Figura 3.3. Evolución de la temperatura máxima y mínima media mensual (ºC), medida 
en la estación meteorológica de la AEMET 8096 de Cuenca, durante el período 2005-
2007. 
 
La temperatura media mensual máxima y mínima (figura 3.3) no muestra  
variaciones interanuales muy importantes, aunque cabe señalar que la 
temperatura media más elevada en primavera e invierno de 2006 se produce, 
principalmente, por la subida de las temperaturas mínimas. 
 
Precipitación 
La intensidad y distribución de las precipitaciones tiene efectos muy 
importantes en los ecosistemas acuáticos, afectando tanto a la formación de la 
termoclina como a su desestabilización otoñal, y en períodos de tiempo más 
largos puede afectar al nivel de agua en la laguna. 
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Figura 3.4. Evolución de la precipitación mensual acumulada (l m-2), medida en la 
estación meteorológica de la AEMET 8096 de Cuenca, durante el período 2005-2007. 
En general, la precipitación mensual acumulada (figura 3.4) muestra un patrón 
con valores mínimos de precipitación estival entre los meses de julio y agosto, y 
valores máximos, que pueden ser puntualmente altos, en primavera y otoño. En 
los períodos invernales observamos que 2005 y 2007 son más secos que el 
período invernal de 2006, más lluvioso y con precipitaciones superiores a 20 l  
 
Viento 
La velocidad del viento es uno de los factores climáticos más relevantes en la 
dinámica limnológica de un lago, principalmente en los procesos de 
estratificación y mezcla, siendo una importante entrada de energía en el sistema. 
El viento es, principalmente, responsable de mantener la mezcla epilimnética y 
la profundidad máxima del epilimnion en la laguna. Junto con las 
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precipitaciones, el viento, es responsable de la mezcla vertical parcial o 
completa a finales de otoño. 
 
Figura 3.5. Evolución temporal de la velocidad media del viento, medidas en la 
estación meteorológica de la AEMET 8096 de Cuenca, durante el período 2005-2007. 
Sin datos para julio y agosto de 2007. 
 
En la situación geográfica donde se encuentra la Laguna de La Cruz, los valores 
medios de velocidad del viento (figura 3.5) son relativamente bajos. El valor 
promedio entre 2005 y 2007 fue de 1,8 km h-1, con valores medios máximos de 
2,5 km h-1. Se observa además, un patrón anual, con velocidades medias del 
viento más bajas en invierno que aumentan en primavera, momento en que se 
alcanzan los valores máximos, y descendiendo, de nuevo, a partir de agosto 
hasta los mínimos invernales. 
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Figura 3.6. Evolución temporal de la velocidad de las ráfagas máximas de viento, 
medidas en la estación meteorológica de la AEMET 8096 de Cuenca, durante el período 
2005-2007. Sin datos para julio y agosto de 2007. 
 
Los valores de velocidad de ráfagas máximas de viento (figura 3.6) son más 
aleatorios que los valores promedio de velocidad del viento, aunque se observa 
una pauta con los valores máximos en primavera, entre febrero y mayo, 
coincidiendo con el establecimiento de la termoclina. 
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Caracterización geofísica de la Laguna de La Cruz 
En este apartado se describe la batimetría y los perfiles hipsográficos de la 
Laguna de La Cruz; ésta, por su origen como una dolina de hundimiento, es una 
laguna relativamente pequeña en relación a su profundidad media. 
 
Teniendo en cuenta los datos batimétricos obtenidos (figura 3.7), podemos 
analizar la evolución histórica del volumen de agua en la Laguna de La Cruz, en 
Figura 3.7. (A) Situación de la Laguna 
de La Cruz en la península Ibérica. (B) 
Foto aérea del complejo lagunar de los 
Oteros, flecha sobre la Laguna de La 
Cruz. (C) Foto a pie de laguna. (D). 
Curvas de nivel de la Laguna de La 
Cruz. (E) Perfil batimétrico O-E. 
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los diferentes períodos en los que ésta fue más detalladamente estudiada, en 
función de las profundidades máximas de esos períodos (figura 3.8). 
 
Figura 3.8. Curvas hipsográficas, profundidad-área, en la Laguna de La Cruz, 
durante diferentes períodos de estudio. En la tabla se detalla el área superficial y 
volumen total en cada período y el descenso en el porcentaje de área y volumen, 
para los diferentes intervalos entre períodos diferentes. 
La Laguna de La Cruz muestra una marcada pendiente debido a su forma cónica 
(figura 3.8). Esta característica hace que la caracterización de la cubeta sea de 
gran relevancia, y así poder determinar, con la mayor precisión posible, el área 
y volumen de cada sección de la laguna que se pretenda estudiar. Se ha 
observado un descenso paulatino del nivel de la laguna desde los años 80. 
Debido al tamaño y morfología de la cubeta, este descenso no afecta igual al 
área superficial y al volumen del lago; por ejemplo, el descenso del nivel del 
agua entre 1986 y 2006 produjo un descenso del área superficial del 15 % y un 
descenso del volumen acumulado del 35%. 
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Balance térmico 
Entendemos el balance térmico como la diferencia que existe entre la energía 
calorífica acumulada en la laguna, en su máximo del ciclo limnológico, con 
respecto al valor mínimo de esa energía. El balance térmico del lago depende, 
principalmente, de la radiación solar que incide en la laguna a lo largo del año, 
aunque su dinámica depende de diversas condiciones externas, como la 
fluctuación anual de temperatura atmosférica anual, el viento o las temperaturas, 
y es menor este balance si, como pasa en la Laguna de La Cruz, tiende a 
conservarse el gradiente térmico con variaciones mínimas en la temperatura del 
fondo de la laguna (Margalef, 1983). 
 
Figura 3.9. Evolución temporal de la temperatura del agua (ºC) en el perfil vertical de 
la Laguna de La Cruz, durante el período 2005-2007. 
La evolución del perfil vertical de temperatura, en la Laguna de La Cruz, 
muestra un lógico patrón anual de la termoclina estival, con máximos de 
temperatura superficial de la laguna entre julio y agosto (figura 3.9). El 
mixolimnion en el período de mezcla y el hipolimnion durante todo el proceso 
de estratificación se presentan una temperatura estable en torno a los 4-5 ºC, 
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mientras que el monimolimnion presenta un gradiente invertido de temperatura, 
hasta un máximo, en el fondo de la laguna, en torno a los 6,5 ºC. 
Estratificación y mezcla en la Laguna de La Cruz 
La Laguna de La Cruz, por su carácter meromíctico, presenta una estratificación 
permanente con la picnoclina, en torno a los 16m de profundidad. Junto a este 
gradiente se desarrolla estacionalmente un gradiente de densidad, 
principalmente térmico, que marca la dinámica de estratificación de la laguna. 
El propósito de esta sección es establecer la intensidad de estos gradientes en 
cada fecha de muestreo, para poder determinar su dinámica y el balance global 
de la estratificación. 
Formación y evolución del gradiente de densidad y estabilidad 
El gradiente de densidad y, por lo tanto, de estabilidad en la Laguna de La Cruz 
es función, principalmente, de la temperatura y de la salinidad (conductividad) 
de la laguna. 
 
Figura 3.10. Evolución temporal de la densidad del agua (Kg m-3) en el perfil vertical 
de la Laguna de La Cruz, a lo largo del período 2005-2007. 
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La evolución temporal del perfil de densidad (figura 3.10) viene marcado, 
principalmente, por la evolución de la temperatura y, en menor medida, por el 
gradiente de conductividad de la quimioclina. 
Estabilidad de la columna de agua 
Se ha estimado la estabilidad integrada de la columna de agua en base a dos 
índices, el índice de estabilidad y la estabilidad de Schmidt.  
 
Figura 3.11. (A) Evolución mensual del índice de estabilidad y (B) la estabilidad de 
Schmidt para el año 2006 en la Laguna de La Cruz. 
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El índice de estabilidad se define como la desviación estándar del perfil de 
densidad, y proporciona una buena primera aproximación al estudio de la 
estabilidad global de la columna de agua. La estabilidad de Schmidt se define 
como la energía necesaria para la completa mezcla de la columna de agua. El 
índice de estabilidad (figura 3.11A) se mantiene constante a lo largo del ciclo 
limnológico, en el monimolimnion y en el epilimnion, al no presentar cambios 
importantes en el gradiente de densidad a lo largo del tiempo; el hipolimnion 
sufre un pequeño aumento paulatino a medida que avanza la estratificación y los 
mayores cambios se producen en el metalimnion, con valores máximos entre 
julio y agosto. La estabilidad de Schmidt (figura 3.11B) muestra un aumento, 
tanto de la estabilidad térmica como de la estabilidad química, a medida que 
avanza la estratificación, con valores máximos en junio. 
Frecuencia de Brun Väissälä 
La frecuencia de Brunt Väisälä se define como la frecuencia máxima (s-1) con la 
que se puede propagar, en el perfil vertical de un sistema acuático, una onda 
interna con respecto a la estratificación, por lo tanto, es una estimación de la 
energía que se requiere para el intercambio de agua entre diferentes capas del 
perfil vertical de la laguna (Boehrer y Schultze, 2009). Respecto a la 
distribución vertical de la frecuencia de Brunt Väisälä (figura 3.12) en la 
Laguna de La Cruz, se observa un máximo estable de frecuencia, en torno a los 
18 metros de profundidad, que se corresponde con el gradiente químico que 
delimita el monimolimnion y con el gradiente térmico inverso que se observa 
desde la quimioclina hasta el fondo de la laguna (figura 3.9). 
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Figura 3.12. Perfil vertical de las variaciones en los números de Brunt Väisälä en 
diferentes momentos del ciclo limnológico 2006 en la Laguna de La Cruz. 
Los máximos de frecuencia más importantes se forman como consecuencia del 
gradiente de densidad de la termoclina, aumentando a medida que avanza la 
estratificación y con el valor máximo en julio, a partir de este momento los 
máximos de frecuencia descienden hasta que se produce la mezcla invernal. 
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Extinción de la luz en la columna de agua  
A lo largo del período de estudio, tanto la extinción de la luz incidente como la 
distribución de las diferentes longitudes de onda, a diferentes profundidades en 
la columna de agua de la Laguna de La Cruz, se han medido con el uso de 
espectroradiómetro. 
 
Figura 3.13. Perfiles estacionales de irradiancia en relación a la longitud de onda, para 
diferentes momentos del ciclo limnológico, medidos con espectroradiómetro a 
diferentes profundidades (m), que coinciden con valores de extinción de la luz del 100, 
50, 10, 3, 1, 0,1 y 0,01 % de extinción del PAR ("Photosynthetically Active Radiation" 
entre 400-700 nm). Entre paréntesis se detalla el factor de escala aplicado a cada curva 
respecto al valor de superficie del 100% de PAR. 
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Los perfiles espectrales de irradiancia (figura 3.13) muestran la atenuación 
selectiva de diferentes longitudes de onda, a medida que penetran en el lago, 
con una predominancia, en profundidad, de longitudes de onda de color verde 
entre 500 y 600 nm. La atenuación de la cantidad de luz a lo largo del perfil 
vertical de una laguna es un factor muy importante, sin embargo, para 
comprender el desarrollo, dinámica y ensamblado de las poblaciones de 
organismos fotosintéticos es muy útil conocer la calidad espectral en cada 
profundidad. Las medidas espectroradiométricas nos permiten obtener esa 
información, en un rango de 320 a 840 nm, con una resolución en el perfil 
vertical de centímetros. 
 
Figura 3.14. Atenuación de la luz en el perfil vertical de la Laguna de La Cruz en 
diferentes rangos del espectro visible. (A) Durante el período de mezcla, en enero de 
2006. (B) En la estratificación temprana, en junio de 2006. (C) En la fase final de la 
estratificación, en noviembre de 2006. 
 
La atenuación de la irradiancia respecto al PAR (400-700nm) total de diferentes 
rangos del espectro, en diferentes momentos del ciclo limnológico (figura 3.14), 
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muestra que en el rango del violeta-azul no hay importantes diferencias en el 
patrón de atenuación. La radiación incidente es absorbida en los primero 6-8 
metros de profundidad, observándose en el rango del verde un importante 
incremento relativo respecto al PAR total; este incremento disminuye 
rápidamente a partir de la oxiclina. A medida que desciende la importancia 
relativa de la luz de longitud de onda verde aumenta la del rango naranja-rojo, 
principalmente en el hipolimnion superior. 
 
Figura 3.15. Atenuación de la radiación UVa (320-400nm) en el perfil vertical de la 
Laguna de La Cruz, en diferentes momentos del ciclo limnológico. (A) En escala lineal. 
(B) En escala logarítmica. 
La penetración de luz ultravioleta, en sistemas acuáticos, es un importante 
factor para comprender aspectos como la fotoinhibición en el epilimnion. En la 
Laguna de La Cruz se observa (figura 3.15) cómo la mayor parte de la radiación 
UVa que incide en la superficie de la laguna es absorbida en los primeros 4-5 
metros de profundidad. Sin embargo, es interesante señalar que la penetración 
de la luz ultravioleta (Uva) se observa incluso a profundidades de 12-13 metros, 
aunque en intensidades muy bajas. 
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Caracterización química de la columna de agua 
Conductividad 
En limnología se entiende como conductividad eléctrica del agua específica (mS 
cm-1) para estimar la salinidad del agua, entendiendo la conductividad como la 
inversa de la resistencia de una solución al flujo eléctrico, medida entre dos 
electrodos de 1cm2 de área, una separación de 1cm y normalizado a una 
temperatura de referencia de 25ºC. 
 
Figura 3.16. Evolución temporal de la conductividad eléctrica del agua (S cm-1) en el 
perfil vertical de la Laguna de La Cruz, durante el período 2005-2007. 
La evolución de la conductividad en el perfil vertical de la Laguna de La Cruz 
(figura 3.16) muestra el gradiente de la picnoclina a partir de los 16 metros de 
profundidad. Se observa, además, un marcado patrón de descenso de 
conductividad, a medida que avanza el proceso de estratificación en el 
epilimnion y metalimnion superior, a partir del mixolimnion invernal 
homogéneo. 
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Nutrientes inorgánicos 
Se consideran nutrientes principales aquellos compuestos con elementos que 
son esenciales en los componentes celulares de los organismos que viven en 
sistemas acuáticos. Estos compuestos son, principalmente, de nitrógeno y de 
fósforo y, en menor medida, dependiendo del sistema que se estudie, 
compuestos de azufre, silicato o hierro, aunque su requerimiento sea inferior a 
los anteriores. En comparación con otros componentes iónicos, las 
concentraciones de los nutrientes pueden ser muy dinámicas, debido a que son 
fácilmente captadas, acumuladas y transformadas por los organismos acuáticos. 
Nitrógeno 
El nitrógeno se puede encontrar, bien en forma oxidada (nitrato y nitrito), o bien 
en forma reducida (amonio y compuestos orgánicos). 
 
Figura 3.17. Evolución temporal de la concentración (M) de las formas oxidadas del 
nitrógeno (nitrato y nitrito, NOx) en el perfil vertical de la Laguna de La Cruz, durante 
el período 2005-2006. 
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La evolución temporal de las formas oxidadas de nitrógeno inorgánico (nitrato y 
nitrito, NOx) en la Laguna de La Cruz (figura 3.17) muestra máximos 
invernales y primaverales, con un agotamiento en toda la columna de agua en la 
fase final del período de estratificación. 
 
 
Figura 3.18. Evolución temporal de la concentración de amonio (M) en el perfil 
vertical de la Laguna de La Cruz, durante el período 2005-2006. 
 
La evolución temporal de la concentración de amonio en la Laguna de La Cruz 
(figura 3.18) muestra máximos invernales, con un agotamiento en toda la 
columna de agua desde el inicio de la estratificación. Por otro lado, se observa 
un aumento de la concentración de amonio importante en el hipolimnion a 
medida que avanza la estratificación.  
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Figura 3.19. Evolución temporal de la concentración de nitrógeno total (M) en el 
perfil vertical de la Laguna de La Cruz, durante el período 2005-2006. 
 
El nitrógeno total representa la suma de las fracciones solubles (nitrato, nitrito y 
amonio) y de la fracción particulada, bien en forma de biomasa de los 
organismos o como compuestos de almacenamiento. La evolución de la 
concentración de nitrógeno total en la Laguna de La Cruz muestra que éste se 
localiza, principalmente, en el momimolimnion (figura 3.19) debido a los altos 
valores de concentración de amonio. Se observa (figura 3.19) un aumento 
hipolimnético y metalimnético relacionado con la evolución del proceso de 
estratificación térmica. 
Fósforo 
El fósforo soluble (SRP) presenta concentraciones relativamente altas en el 
monimolimnion (figura 3.20), con un gradiente, desde el límite de detección 
hasta los valores máximos en el fondo de la laguna, de en torno a 10 M. 
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Figura 3.20. Evolución temporal de la concentración de fósforo reactivo soluble (M) 
en el perfil vertical de la Laguna de La Cruz, durante el período 2005-2006. 
  
Figura 3.21. Evolución temporal de la concentración de fósforo total (M) en el perfil 
vertical de la Laguna de La Cruz, durante el período 2005-2006. 
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El resto del perfil vertical de la laguna presenta concentraciones relativamente 
bajas, respecto al monimolimnion, de este nutriente. El proceso de mezcla 
invernal produce un incremento de la concentración de SRP en toda la columna 
de agua entre diciembre y marzo, observando además, en este período, un 
máximo de concentración de fósforo superficial entre superficie y 2 metros de 
profundidad. A medida que avanza la estratificación térmica estival se produce 
un agotamiento muy marcado de SRP en toda la columna de agua, excepto en el 
monimolimnion, quedando su concentración en el límite de detección del 
método del molibdeno (0,03 M). 
 
Figura 3.22. Evolución temporal ratio molar PT:SRP en el perfil vertical de la Laguna 
de La Cruz, durante el período 2005-2006. 
La concentración de fósforo total, a lo largo del período estudiado, presenta en 
el monimolimnion valores relativamente altos (figura 3.21), hasta 20 M (3 
veces mayores que los de SRP). En el resto de la columna de agua se observa un 
marcado descenso de concentración en el epilimnion, a medida que avanza la 
estratificación. Entre los meses de septiembre y noviembre se observaron 
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máximos profundos de fósforo total entre 10-12 metros de profundidad, 
coincidiendo con la oxiclina, y en torno al 1-0,1 % de luz incidente. 
En la laguna, los valores de concentración de fósforo total son relativamente 
altos, en relación con los valores de SRP. En la figura 3.22 se observa la 
relación PT:SRP que muestra los máximos de fósforo total en relación al SRP 
presente y, por lo tanto, donde más fósforo se encuentra acumulado, 
principalmente en forma de fósforo particulado, bien orgánico como biomasa o 
en alguna forma de almacenamiento como pirofosfato. Se observa que los 
valores máximos de este ratio se localizan, principalmente, en el hipolimnion y 
el metalimnion de los períodos de estratificación. 
 
Figura 3.23. Evolución temporal ratio molar (NT:PT) en el perfil vertical de la Laguna 
de La Cruz, durante el período 2005-2006. 
Los valores más altos de la relación NT:PT se encuentran en el monimolimnion 
de la laguna. Respecto al perfil vertical, se observa un incremento importante en 
el mixolimnion durante el período de mezcla invernal, así como en 
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determinados momentos asociado a los máximos profundos de clorofila de 
primavera y otoño.  
Silicato 
El silicato es uno de los nutrientes más importantes en el desarrollo de plancton 
con caparazón silíceo, principalmente diatomeas, siendo un nutriente limitante 
para el desarrollo de este grupo fitoplanctónico en muchos ecosistemas 
acuáticos. 
 
Figura 3.24. Evolución temporal de la concentración de silicato (M) en el perfil 
vertical de la Laguna de La Cruz, durante el período 2005-2006. 
El silicato soluble en la Laguna de La Cruz se localiza, principalmente, en el 
monimolimnion (figura 3.24), con concentraciones que pueden superar los 300 
M. Se observa el agotamiento de este nutriente a medida que avanza la 
estratificación, principalmente en el epilimnion, hasta concentraciones 
inferiores a 1 M, produciéndose la fertilización de la columna de agua con este 
nutriente, con la mezcla invernal, hasta valores promedio de 7M. 
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Oxígeno disuelto 
La medida de oxígeno disuelto en el agua ha sido una de las variables 
fisicoquímicas más utilizadas en los estudios de sistemas acuáticos. Tanto la 
concentración puntual en el perfil vertical, como la evolución de este perfil a lo 
largo del ciclo limnológico, proporcionan valiosa información de los 
organismos y de las reacciones geoquímicas que se desarrollan en la laguna.  
 
Figura 3.25. Evolución temporal de la concentración de oxígeno disuelto (mg l-1) en el 
perfil vertical de la Laguna de La Cruz, durante el período 2005-2007, medido con la 
sonda multiparamétrica CTD SBE 19. 
 
La distribución del oxígeno disuelto, en la columna de agua de la Laguna de La 
Cruz (figura 3.25), muestra que el monimolimnion se mantiene anóxico a lo 
largo de todo el ciclo estudiado, al igual que el hipolimnion durante el período 
de estratificación térmica. Se producen máximos metalimnéticos de oxígeno que 
pueden llegar a los 16 mg l-1, estos máximos aumentan a medida que evoluciona 
la estratificación, concentrándose en la termoclina. Por otro lado, se observaron 
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mínimos de oxígeno invernales en todo el mixolimnion, con un valor promedio 
de 5 mg l-1. 
Turbidez  
La turbidez en sistemas acuáticos está causada por materia en suspensión, tanto 
de origen orgánico, principalmente plancton y sus restos, como de origen 
inorgánico, como limo, arcilla o partículas de carbonato. La complejidad de los 
elementos que contribuyen a la turbidez hace que no sea fácil asociar esta 
variable con la concentración de determinadas sustancias o del plancton, aunque 
puede ser útil para localizar poblaciones microestratificadas en sistemas 
acuáticos. 
 
Figura 3.26. Evolución temporal de la turbidez (FTU) en el perfil vertical de la Laguna 
de La Cruz, a lo largo del período 2005-2007. 
La evolución de la turbidez, a lo largo del período de estudio (figura 3.26), 
muestra un aumento de la transparencia en el epilimnion y metalimnion a 
medida que avanza la estratificación. Se observa la formación de máximos 
profundos de turbidez en el hipolimnion superior a medida que se desarrolla la 
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estratificación térmica estival, y cómo estos máximos profundos se localizan en 
el monimolimnion con la mezcla invernal. 
CDOM (“Colored dissolved organic matter”) 
La distribución de la materia orgánica disuelta (cDOM), en el perfil vertical de 
sistemas acuáticos, puede dar importante información sobre la distribución de 
procesos como la producción primaria. 
 
Figura 3.27. Evolución temporal del carbono orgánico disuelto (cDOM) en el perfil 
vertical de la Laguna de la Cruz, a lo largo del período 2006-2007. Sensor instalado en 
junio de 2006. 
 
La evolución temporal de la concentración de cDOM, en el perfil vertical de la 
Laguna de La Cruz (figura 3.27), muestra que éste se acumula, principalmente 
en el monimolimnion, aunque se observan máximos profundos que 
evolucionan, a lo largo de la estratificación, en el metalimnion inferior, justo 
sobre la oxiclina. 
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3.3. Discusión 
La relevancia de las características fisicoquímicas en el desarrollo, diversidad 
morfología y dinámica, espacial y temporal, de las poblaciones de picoplancton 
autotrófico en sistemas acuáticos, ha sido descrita por diversos autores, tanto en 
ecosistemas marinos como de agua dulce (p. ej. Camacho et al., 2003; Bouman 
et al., 2011; Callieri et al., 2012). En general, se resalta la importancia de 
factores climáticos, la morfología de la cubeta, la atenuación de la luz y la 
limitación de nutrientes. Un punto especialmente relevante son los patrones de 
estratificación y estabilidad de la columna de agua como factor importante en el 
desarrollo, diversidad, dominancia y dinámica del picoplancton, y 
especialmente de las picocianobacterias (Pcy) presentes en estos ecosistemas. 
(Reynolds et al., 1987; Cushing, 1989; Camacho et al., 2003; Wagner y Adrian; 
2009; Callieri, 2007). Los procesos de estratificación y mezcla en ecosistemas 
acuáticos son particularmente complejos, y en ellos intervienen prácticamente 
todos los procesos físicos y variables químicas del ecosistema en estudio, tanto 
factores climáticos como factores de morfología y tamaño de la cubeta, entradas 
y salidas de agua, distribución de la luz y organismos en el perfil vertical, 
composición química del agua, etc... (Imboden y Wuëst, 1995; Imberger, 1998; 
Ivey et al., 2008; Boehrer and Schultze, 2008, 2009). 
La Laguna de La Cruz es un sistema cerrado, meromíctico, muy protegido de la 
acción del viento y con cambios térmicos, entre verano e invierno, muy 
marcados (Vicente y Miracle, 1988). Todo esto hace que sea un sistema modelo 
de estudio muy favorable para establecer la relevancia e influencia relativa de 
factores fisicoquímicos frente a interacciones bióticas, en el desarrollo y 
dinámica del picoplancton autótrofo. Partimos de la hipótesis inicial que supone 
que la presencia y diversidad de las Pcy y, de manera más general, de los 
organismos presentes en sistemas acuáticos, dependen principalmente de 
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factores ambientales, fisicoquímicos y de la morfología de la cubeta, mientras 
que la abundancia relativa y dinámica espacio-temporal depende en mayor 
medida de interacciones bióticas, más o menos reguladas por factores 
ambientales, principalmente, la presencia de luz, de nutrientes y el régimen 
térmico (Harris, 1980; Houlahan, 2007). 
En este capítulo se han detallado aquellos factores físicos y químicos que se han 
considerado más relevantes para explicar el desarrollo, diversidad morfológica y 
dinámica, espacial y estacional, del picoplancton autótrofo y, en especial, de las 
Pcy. Estos factores son principalmente, factores climáticos, el gradiente térmico 
y de densidad y, por lo tanto, el patrón de estratificación, la cantidad y calidad 
de luz en el perfil vertical, la concentración de oxígeno y los nutrientes 
principales. En el capítulo 4, y tras describir las dinámicas poblacionales del 
picoplancton autótrofo en la laguna, se establecerán las relaciones oportunas, 
quedando para este capítulo la descripción y discusión de la evolución espacio-
temporal de los factores fisicoquímicos estudiados. 
Uno de los factores meteorológicos más importantes es la energía del sol, en 
forma de irradiancia total, que llega a la superficie de la laguna, por ser la 
responsable del gradiente térmico que dirige el proceso de estratificación estival 
y por ser el factor clave en los procesos fotosintéticos de los organismos 
fotoautótrofos (Kirk, 1994; Wetzel, 2001; Falkowsky y Raven, 2013), los cuales 
son el eje fundamental de la presente tesis. Esta irradiancia presenta ciclos 
relacionados con la actividad solar pero se puede asumir que, a lo largo de los 
años estudiados, ésta  no varía significativamente. Sin embargo, la temperatura 
atmosférica tiene una relación más estrecha con la climatología regional y local, 
y puede ser un factor importante en las variaciones interanuales en el desarrollo 
e intensidad de la termoclina. Los tres ciclos limnológicos estudiados presentan 
una temperatura media atmosférica anual muy similar, con una media de 
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13,77ºC y una desviación muy baja de 0,11 ºC, aunque en la primavera de 2006 
es 1ºC superior a la temperatura de esa estación en los años 2005 y 2007, lo que 
puede influir en la formación de la termoclina y el desarrollo de las poblaciones 
asociadas. El viento, por otro lado, tiene un efecto muy limitado en la Laguna 
de La Cruz; la estación para la que se disponen datos está a varios kilómetros de 
distancia de la laguna y los valores de viento, tanto velocidades medias como de 
ráfagas, son sólo orientativos de la zona. En realidad, sería necesaria una 
estación a pie de laguna para tener datos fiables de viento y conocer su efecto 
real, ya que su influencia se encuentra muy amortiguada por la situación de la 
laguna en el fondo de una dolina de hundimiento y por su pequeña área 
superficial (1 ha), añadiendo un factor muy importante de estabilidad a la 
columna de agua. 
Un fenómeno físico, muy particular, que puede tener un impacto muy 
importante en las Pcy que viven en la Laguna de La Cruz es la precipitación 
masiva de carbonato cálcico que se produce de manera anual. Este fenómeno es 
común en lagos ricos en carbonato y suele ser un proceso de precipitación 
puntual (semanas), acelerado por la actividad fotosintética de los 
microorganismos que viven en la laguna que pueden actuar como núcleos en la 
creación de cristales de carbonatos, por lo que suele tener lugar a finales de 
primavera y principios de verano (Thomson, 2000; Hamilton et al., 2009). En la 
Laguna de La Cruz, la precipitación masiva de carbonatos se suele observar 
entre los meses de julio y agosto, con una duración aproximada de una semana, 
pudiendo presentarse, ocasionalmente, un segundo evento de precipitación al 
final del período de estratificación entre septiembre y octubre. En la Laguna de 
La Cruz se han realizado varios estudios, tanto de la biogeoquímica del proceso 
(Rodrigo et al., 1993) como de los efectos en las poblaciones de algas eucariotas 
(Sendra, 2009), sin embargo, este es un proceso íntimamente ligado a las 
poblaciones de cianobacterias y, más en concreto, de picocianobacterias 
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(Thompson, 2000; Ditrich et al., 2003, 2004), siendo además el aspecto menos 
estudiado de este proceso en la Laguna de La Cruz. En el capítulo 4 se describe 
el efecto de este proceso de precipitación sobre el desarrollo, diversidad 
morfológica, abundancia y dinámica anual de Pcy. 
En la Laguna de La Cruz, y pese a la quimioclina permanente que delimita el 
monimolimnion, la distribución del perfil de temperatura a lo largo del ciclo 
limnológico marca mayoritariamente el perfil de densidad y, por lo tanto, la 
dinámica de estratificación y la estabilidad de la columna de agua. Pese a que, 
tanto el índice de estabilidad (desviación típica del perfil de densidad) como la 
estabilidad de Schmidt, son índices que estiman la estabilidad de la columna de 
agua, el índice de estabilidad muestra los valores máximos entre julio y agosto, 
mientras que el índice de estabilidad de Schmidt presenta su valor máximo en 
junio. Esto es debido, principalmente, a que la estabilidad de Schmidt tiene en 
cuenta la forma de la cubeta, su hipsografía, para el cálculo. Así, aunque el 
gradiente de densidad es más marcado entre julio y agosto, la laguna, por su 
forma, presenta su máximo real de estabilidad en junio, lo que resalta la 
importancia de la batimetría en sistemas de pequeño tamaño. La distribución y 
abundancia integrada del picoplancton autótrofo, en relación a ambos índices, 
puede indicar la importancia relativa de la intensidad del gradiente de densidad 
o la estabilidad a nivel global (capítulo 4) de la laguna. Las frecuencias de Brunt 
Väisälä indican la frecuencia máxima (s-1) con la que se puede propagar una 
onda interna en el perfil vertical con respecto a la estratificación, indicando 
cuánta energía se requiere para la mezcla de agua entre diferentes partes del 
perfil vertical (Boehrer y Schultze, 2009). Los valores máximos de frecuencia 
observados en la Laguna de La Cruz son altos en relación a otros sistemas 
acuáticos (Boehrer y Schultze, 2009), con valores máximos en la termoclina, 
creando una barrera muy efectiva entre el epilimnion y el metalimnion, tanto 
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para la difusión química como para la migración o difusión pasiva de 
organismos acuáticos, principalmente de aquellos de menor tamaño. 
La luz, tanto en su intensidad total (estimada como PAR 400-700nm) como en 
su distribución espectral, es un factor clave para comprender la distribución en 
la columna vertical y la dinámica estacional de los organismos fotosintéticos en 
sistemas acuáticos, en general, (Kirk, 1994) y del picoplancton autótrofo, en 
particular, (Pick, 1991). La extinción de la fracción (PAR) de la luz en la 
columna de agua es una variable ampliamente usada, tanto para explicar la 
dinámica de los organismos fotosintéticos como para modelizar procesos tan 
importantes como la producción primaria (Falkowsky y Raven, 2013). En 
función de la atenuación de la luz se pueden delimitar: una capa afótica donde 
se considera que no llega luz suficiente para que se desarrollen los procesos 
fotosintéticos, y una capa fótica sin limitación por luz para los procesos 
fotoautotróficos. En general, se establece este límite en el 1% de la luz (PAR) 
incidente en superficie, por lo que la profundidad de la capa fótica es dinámica 
y cambia a lo largo del ciclo limnológico. Estos conceptos están en revisión, 
dado que existen microorganismos adaptados a intensidades muy bajas de luz, 
cianobacterias y bacterias fotosintéticas principalmente, que pueden representar 
una importante fracción de la fotosíntesis del sistema desarrollándose a 
profundidades inferiores al 1% de luz. En la Laguna de La Cruz se observa que 
los coeficientes de extinción son más elevados en las profundidades donde llega 
entre el 0,1 y el 0,01 % de luz incidente (Sendra, 2009), principalmente durante 
los períodos de estratificación, indicando, en estas profundidades, la existencia 
de densas poblaciones de organismos fotosintéticos absorbiendo la luz. La 
relevancia en la fijación de carbono en la capa fótica, tanto por fotosíntesis 
oxigénica como anoxigénica, será descrita en el capítulo 6. 
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La atenuación de la luz ultravioleta es un factor muy importante para 
comprender diversos aspectos eco-fisiológicos en sistemas acuáticos (Scully y 
Lean, 1994; Markager y Vincent, 2000). Se observa una marcada extinción 
exponencial de la radiación UV-A (320-390 nm). La mayor parte de la 
radiación UV-A incidente es absorbida en los primeros 4 metros de 
profundidad, delimitando una zona donde, con mayor probabilidad, se darán 
procesos de fotoinhibición por radiación ultravioleta. La atenuación, medida 
como coeficiente de extinción de la radiación UV-A, es muy similar en 
diferentes momentos del ciclo limnológico, como indican las pendientes 
similares para los muestreos de mezcla, estratificación temprana y final de la 
estratificación. La intensidad de la radiación incidente es la que delimita la 
profundidad a la que llega la radiación UV-A, observándose una menor 
penetración de radiación en invierno (muestreo de enero) y mayor en verano 
(muestreo de junio), siendo estos coeficientes de extinción y su dinámica 
estacional coherentes con los de lagos similares (Scully y Lean, 1994). Por otro 
lado, nuestros datos indican que la luz ultravioleta en la Laguna de La Cruz 
puede llegar a profundidades de 12-13 metros de profundidad. La propia 
metodología empleada, con integraciones en cada profundidad de hasta 40 
segundos cuando la intensidad de luz no llega a un umbral mínimo, permite 
observar este tipo de detalles. No existen referencias de que estas intensidades 
tan bajas en capas tan profundas de un lago tengan algún efecto sobre las 
comunidades de microorganismos, pero sabemos que el picoplancton es 
especialmente vulnerable a este tipo de radiaciones, ya que por su pequeño 
tamaño no suele acumular grandes cantidades de pigmentos de protección y el 
DNA está relativamente cerca de la membrana celular, con lo que la 
probabilidad de daños en el material genético es elevada (Garcia-Pichel, 1994). 
Aunque no tenemos datos de la penetración de radiaciones más enérgicas y 
dañinas como UV-B, es de esperar un patrón similar al observado en el UV-A, 
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aunque con una penetración algo menor. Futuros estudios del efecto de este tipo 
de radiaciones pueden resultar de gran interés ya que, por ejemplo, en este tipo 
de sistemas podría ser un factor importante en el ajuste de la profundidad de 
máximos profundos de clorofila. 
La calidad de la luz, es decir, el rango de longitudes de onda dominante que 
llega a cada profundidad, es un factor decisivo en la distribución y diversidad de 
los organismos fotosintéticos presentes en sistemas acuáticos (Ganf y Oliver, 
1982; Kirk, 1994). En la Laguna de La Cruz se observa, a lo largo del ciclo 
limnológico, una atenuación relativa en profundidad muy marcada, en todos los 
rangos de luz respecto al verde (500 y 600 nm). Este patrón es muy común en 
sistemas acuáticos y, más particularmente, en lagos kársticos profundos (Vila y 
Abellá, 1994). Esta atenuación es especialmente acusada en el rango más 
energético del violeta-azul, con unos patrones de extinción de la luz muy 
similares a lo largo de todo el ciclo limnológico, al absorberse, principalmente 
por el agua y por pigmentos como la clorofila presentes en toda la columna de 
agua. En el rango del verde se produce, en profundidad, un enriquecimiento 
relativo al resto de longitudes de onda. La atenuación de la luz se produce, de 
manera muy importante, por los microorganismos presentes, siendo más intensa 
esta atenuación donde se localizan las mayores densidades poblacionales y 
donde mayor es la concentración de pigmentos específicos, lo que produce un 
efecto de filtrado selectivo muy importante, podemos, pues, especular una 
selección de nichos debida a la luz (Stomp et al., 2007) para los organismos 
fotosintéticos que se distribuyen en el perfil vertical. En el rango de luz naranja-
rojo se produce un enriquecimiento relativo hipolimnético muy marcado, a 
medida que avanza el proceso de estratificación en la laguna, y que puede tener 
importantes implicaciones en el desarrollo de poblaciones de microorganismos 
fotosintéticos con pigmentos específicos que aprovechan muy bien este tipo de 
longitudes de onda, aun en intensidades absolutas muy bajas, como son las 
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bacterias fotosintéticas del azufre (Blankenship et al., 2006). La atenuación 
selectiva de pequeños rangos espectrales, coincidentes con el espectro de 
absorción de pigmentos específicos, puede además proporcionar valiosa 
información sobre la distribución de los microorganismos fotosintéticos en el 
perfil vertical e implica la existencia de nichos discretos para determinadas 
especies de organismos muy bien adaptadas a esas características particulares de 
luz. Esto implica una divergencia de la composición pigmentaria de las especies 
fotosintéticas que compiten por la luz en estos sistemas (Stomp et al., 2007). Es 
muy sugestiva la idea de extender esta hipótesis a todos los organismos foto-
autótrofos. La diferenciación de nichos, debida a las diferentes cantidades y 
calidades de la luz en el perfil vertical, puede justificar la diversidad de estos 
microrganismos que coexisten en sistemas acuáticos (Stomp et al., 2007; 
Salcher, 2014), en contraste con lo esperado con los modelos actuales, en parte 
derivados de la formulación original de la paradoja de Hutchinton. (Hutchinson, 
1961; Lehman y Tilman, 1997). 
La distribución de la concentración de oxígeno disuelto, a lo largo del período 
estudiado, muestra que el monimolimnion se ha mantenido permanentemente 
anóxico, al igual que el hipolimnion, a lo largo de todo el período de 
estratificación térmica. Los patrones observados son similares a lo largo de los 
tres años de estudio y respecto a otros ciclos limnológicos anteriores en la 
laguna (Vicente y Miracle, 1988, Dasí y Miracle, 1991; Sendra, 2009). Como 
patrón general se observa que, a medida que avanza la estratificación, la 
concentración de oxígeno disuelto aumenta en el epilimnion, y especialmente 
bajo la termoclina, ya que el fuerte gradiente de densidad disminuye la 
difusividad del oxígeno hacia la superficie y permite que se acumule el oxígeno, 
que se produce por fotosíntesis, en las capas profundas del metalimnion, donde 
se sitúan los máximos profundos de clorofila y producción primaria (Camacho, 
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2006). Las Pcy son microorganismos aerobios, aunque la concentración de 
oxígeno no es un factor que incida muy directamente sobre su distribución y 
abundancia. Sin embargo, la posición de la oxiclina influye en otros factores, 
como la difusión de nutrientes del hipolimnion, permitiendo el desarrollo de 
bacterias fotosintéticas, con poca o ninguna tolerancia por el oxígeno por debajo 
de la oxiclina, que compiten directamente con las Pcy por luz y nutrientes. 
El patrón de turbidez, en la Laguna de La Cruz, muestra máximos profundos de 
esta variable en el hipolimnion superior, la cual aumenta a medida que avanza el 
proceso de estratificación y se localiza en el monimolimnion al producirse la 
mezcla invernal. Es posible establecer una relación directa entre esta variable y 
la evolución de las poblaciones de bacterias fotosintéticas (ver capítulo 5), en 
especial, aquellas con presencia de vacuolas de gas y que son especialmente 
detectadas por el tipo de sensor de turbidez que tiene instalado la sonda 
multiparamétrica CTD (Seabird SBE 19) utilizada. 
El patrón estacional de la conductividad muestra la quimioclina permanente 
durante el período de estudio, en torno a los 16 metros de profundidad, lo que es 
coherente con resultados previos descritos en la laguna (Vicente y Miracle, 
1988, Dasí y Miracle, 1991; Sendra, 2009), pero también muestra un patrón 
muy claro de reducción paulatina de la conductividad en el epilimnion y 
metalimnion, a medida que avanza la estratificación, con respecto a la 
conductividad en el período de mezcla invernal. Aniones y cationes 
mayoritarios como el cloruro, el sulfato, el sodio, el calcio y el magnesio no han 
mostrado, en períodos de estudio anteriores, este tipo de patrón de agotamiento 
(Sendra, 2009). 
En contraste, tanto en períodos anteriores como en el presente, se ha observado 
un claro patrón de disminución de concentración, al avanzar la estratificación, 
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en las concentraciones de los nutrientes mayoritarios: fósforo soluble, amonio, 
nitrato, nitrito y silicato soluble. Tanto las formas oxidadas del nitrógeno, 
nitrato y nitrito (NOx) como el amonio, siguen un patrón muy similar de 
agotamiento, principalmente en el epilimnion, lo que sugiere que el nitrógeno 
puede ser un factor relevante en la limitación por nutrientes en este tipo de 
sistemas. Se observa un rápido agotamiento del amonio epilimnético en 
primavera, entre febrero y mayo, mientras que el agotamiento del nitrato se 
produce en verano, entre mayo y julio. Esto sugiere que el desarrollo, en cuanto 
al nitrógeno, de los organismos en la laguna en primavera, se sustenta 
principalmente de amonio y cuando éste se agota de nitrato, lo que puede 
implicar importantes repercusiones en el desarrollo y dinámica de los 
organismos acuáticos, sin olvidar posibles procesos de fijación biológica de 
nitrógeno en la laguna. 
En cuanto a la concentración de fósforo soluble en el agua de la laguna, medido 
como SRP, la laguna presenta concentraciones relativamente altas de este 
nutriente en el monimolimnion. El carácter ligeramente ácido y anóxico de este 
estrato permite la resolubilización y acumulación de este nutriente en forma 
soluble, con una importante difusión, pese a la quimioclina, de este nutriente en 
el hipolimnion anóxico a lo largo del período de estratificación. Este 
enriquecimiento permite un aumento importante de la concentración de fósforo 
en el mixolimnion tras la mezcla invernal. Sin embargo, las concentraciones en 
el mixolimnion pronto se reducen a concentraciones en torno al límite de 
detección, manteniéndose así durante el resto del ciclo limnológico en el 
epilimnion y metalimnion hasta que se produce la mezcla invernal siguiente. 
Los valores de concentración de fósforo total (PT) en relación a la 
concentración de SRP son altos, observándose máximos metalimnéticos 
relacionados con los máximos profundos de clorofila (DCM). El contraste, entre 
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la concentración de fósforo soluble y total, sugiere un reciclado de este nutriente 
muy eficiente por parte de las comunidades de microrganismos presentes en la 
laguna. La relación PT:SRT indica la presencia de máximos de fósforo total en 
relación al SRP presente. Se observa que la mayor parte del fósforo en el 
monimolimnion está en forma soluble, con valores máximos de este ratio, 
principalmente en el metalimnion, durante los períodos de estratificación, donde 
más fosforo se encuentra acumulado en forma de fósforo particulado, fósforo 
orgánico formando la biomasa de los organismos o en alguna forma inorgánica 
de almacenamiento como pirofosfato. Este tipo de acumulación de fósforo 
particulado, así como diferentes cinéticas de asimilación de fósforo soluble, han 
sido descritas para otros sistemas. La explicación más lógica, para las bajas 
concentraciones de fósforo soluble encontradas, es la falta de aportes externos al 
tratarse de un sistema semicerrado, junto con la co-precipitación del fósforo 
soluble con calcita (Hamilton et al., 2009). En lagos kársticos saturados de 
carbonato, como la Laguna de La Cruz, es muy común este tipo de co-
precipitacion (Kelts y Hsü, 1978), principalmente asociado a procesos 
fotosintéticos por la retirada de CO2 del sistema y el aumento de pH. En 
capítulos posteriores de esta tesis se profundizará, con más detalle, en esta 
particular dinámica del fósforo en la Laguna de La Cruz. 
La relación entre los valores de la proporción entre el nitrógeno total y el 
fósforo total, respecto a las poblaciones de fitoplancton en sistemas acuáticos, 
ha sido ampliamente discutido (Takamura et al., 1992; Dolman y Wiedner, 
2015). En general se acepta que los valores bajos de este ratio (> 29) favorecen 
la dominancia de cianobacterias (principalmente fijadoras de nitrógeno) frente a 
otros grupos de fitoplancton. Sin embargo, los ratios NT:PT observados en la 
Laguna de La Cruz son bastante elevados, respecto a los valores habituales en 
otros sistemas acuáticos similares, justificando la dominancia de cianobacterias 
que, como veremos, en esta laguna son las dominantes y no son fijadoras de 
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nitrógeno. Las picocianobacterias son el grupo dominante del fitoplancton en la 
Laguna de La Cruz. La particular dinámica del fósforo y la acumulación de 
nitrógeno, por parte del picoplancton autótrofo, pueden alterar los ratios 
observados. 
El silicato soluble es un nutriente esencial para los grupos de fitoplancton que 
forman frústulos silíceos, en especial para las diatomeas, y tienen un importante 
papel en la regulación de la limitación por nutrientes (Egge y Aksnes, 1992). 
Las diatomeas en la Laguna de La Cruz, han presentado en estudios previos, 
una distribución y dinámica muy relevante en términos de abundancia y 
biomasa (Sendra, 2009). A lo largo del período estudiado, el silicato soluble se 
localiza principalmente en el monimolimnion, observándose una difusión muy 
importante de este nutriente al hipolimnion a lo largo de todo el período de 
estratificación térmica y coincidiendo con una importante reducción de la 
concentración de este elemento en el epilimnion y metalimnion. Esta 
fertilización del hipolimnion es la que permite la fertilización posterior de todo 
el mixolimnion cuando se produce la mezcla vertical invernal. Las 
consecuencias de esta dinámica en las comunidades de fitoplancton  serán 
estudiadas con detalle en capítulos posteriores. 
La laguna ha sufrido un paulatino descenso de nivel de agua en los últimos 30 
años. En los primeros muestreos realizados en la Laguna de La Cruz, en los 
años 80 (Vicente y Miracle, 1988), la laguna presentaba una profundidad 
máxima de 24 metros, en los muestreos realizados en los 90 (Sendra, 2009), 22 
metros y en los nuestros, realizados entre los años 2005-2007, la profundidad 
máxima fue de 21 metros. Este descenso del nivel de agua del lago puede tener 
importantes repercusiones en los procesos de estratificación y de estabilidad del 
lago y, por lo tanto, en el desarrollo y dinámica de las comunidades de 
organismos que la habitan. Debido a la morfometría de la cubeta y a su tamaño, 
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el descenso de nivel en la laguna no supone una pérdida equitativa del área 
superficial y del volumen del lago. El descenso de 1 m de nivel, entre el período 
de 1996 a 2006, supone una pérdida del 5% del área superficial, y un descenso 
de un 11% del volumen acumulado. La energía (calor) que entra en el lago y 
que permite la estratificación térmica estival es directamente proporcional al 
área superficial de la laguna, por lo tanto, recibe un 5% menos de energía en un 
volumen un 11% inferior, lo que implica una mayor intensidad del gradiente 
térmico global en el sistema y, por lo tanto, una mayor estabilidad física, con 
implicaciones potencialmente importantes en las comunidades de organismos de 
la laguna y, en particular, del picoplancton autótrofo, como por ejemplo, un 
posible aumento de las poblaciones de picoplancton autótrofo u otros 
organismos de la fracción picoplanctónica, o cambios en los coeficientes de 
extinción de la luz, que pueden afectar a la distribución, en general, de las 
poblaciones fotosintéticas de la laguna. 
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 Capítulo 4 
Dinámica espacio-temporal del picoplancton autótrofo en 
Laguna de La Cruz 
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4.1. Introducción 
En este capítulo se describe la dinámica temporal, en el perfil vertical, de las 
picocianobacterias (Pcy) presentes en la Laguna de La Cruz. Las variaciones 
estacionales en la abundancia de las Pcy han sido muy bien documentadas en 
diferentes ambientes acuáticos, tanto marinos como de agua dulce; la mayor 
parte de estos estudios se localizan en latitudes templadas y muestran un patrón 
anual común, observándose las abundancias más altas en verano, cuando la 
temperatura del agua alcanza su máximo valor anual, y los valores mínimos en 
invierno (Weisse, 1988; Stockner et al., 2002; Callieri, 2007). Este patrón 
general presenta variaciones significativas en lagos de regiones templadas, en 
estos ecosistemas es más común un patrón bimodal, con un primer máximo de 
abundancia en primavera o principios de verano, y un segundo máximo a finales 
de verano y principios de otoño (Stockner et al., 2002; Callieri et al., 2012). 
Este tipo de patrón lo podemos observar en muchos lagos muy bien estudiados 
como, por ejemplo, el Lago Maggiore (Callieri y Piscia, 2002), el Lago 
Constanza (Gaedke y Weisse, 1998) o el lago Stechlin (Padisák et al., 2003). 
Sin embargo, cuando se tiene mucha información y largas series temporales se 
observa que, en muchos casos, no todos los años se sigue claramente este patrón 
bimodal. 
La gran variabilidad interanual en la dinámica de las Pcy está relacionada, 
principalmente, con las diferencias en las condiciones climáticas, que provocan 
diferentes regímenes de mezcla de primavera, y el momento de la estabilización 
de la columna de agua (Weisse, 1993). Los estudios realizados en lagos 
oligotróficos templados de la Columbia Británica muestran una tendencia a 
máximos estacionales relacionados con los niveles y duración de la 
suplementación estacional de nutrientes (Stockner y Shortreed 1988, 1994). Los 
grandes picos de primavera también son comunes a los lagos eutróficos, 
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hipereutróficos y distróficos poco profundos (Sime-Ngando, 1995; Jasser, 1997; 
Mózes et al., 2006). Los patrones estacionales que se encuentran en los lagos 
daneses (Søndergaard, 1991), lagos canadienses (Pick and Agbeti, 1991), Lago 
Biwa, Japón (Maeda et al., 1992), lagos ingleses (Hawley y Whitton, 1991; 
Sánchez-Baracaldo et al., 2008), lago Mondsee, Austria (Crosbie et al., 2003), 
Lagos Bourget y Ginebra, Francia (Personnic et al., 2009), todos carecen del 
máximo de primavera, existiendo sólo un máximo de verano o de otoño. La 
falta del máximo de primavera Pcy en éstos fue probablemente debido a la 
estratificación débil en marzo y abril, y a la mezcla vertical, por lo tanto, 
relativamente profunda. Esta interpretación se ve reforzada por los estudios en 
el Lago Baikal, donde debido a la capa de hielo de invierno y las condiciones 
isotérmicas de primavera, las Pcy alcanzan una alta abundancia en los meses de 
verano y carecen del máximo de primavera. 
Las picocianobacterias (Pcy) presentan dos morfologías comunes: las células 
individuales (cocos y bacilos) y colonias con diversa morfología colonial. 
Callieri et al., (2007) propone considerar las microcolonias como formas de 
transición de células individuales a morfotipos coloniales. En condiciones 
favorables, algunas picocianobacterias pueden desarrollar una cubierta de 
mucílago, formando un grupo de entre 5 a 50 células y deben ser consideradas 
Pcy. 
En general, la morfometría y el estado trófico de sistemas acuáticos influyen de 
manera muy importante en la composición, diversidad y abundancia de las 
comunidades de Pcy. La distribución relativa respecto al resto de las 
poblaciones de organismos fotosintéticos depende de factores como la 
diferenciación de nicho, el flujo y disponibilidad de nutrientes o la presión de 
depredación. La gran mayoría de los estudios confirman que el porcentaje de 
contribución de las Pcy a la biomasa total de fitoplancton aumenta con la 
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disminución del estado trófico, que comúnmente se explica por la alta afinidad 
de Pcy por el ortofosfato, su capacidad de utilizar, a bajas concentraciones, 
sustratos orgánicos de fosfato y sus adaptaciones a la luz de baja intensidad. 
Una consecuencia, del estudio de las dinámicas de los principales 
microorganismos fotosintéticos presentes en la laguna, es intentar establecer los 
factores más relevantes que influyen en la dinámica de cada grupo, y en especial 
de Pcy, que es el más abundante en la laguna; esta cuestión será abordada en 
capítulos posteriores, concretamente en el capítulo 8. 
 
4.2. Métodos específicos 
Todos los métodos de este capítulo se encuentran incluidos en el capítulo 2 de 
metodología general. Las técnicas microscópicas para el recuento de 
abundancias y cálculos de biomasa, de los diferentes microorganismos presentes 
en la laguna, así como, los métodos para la cuantificación de pigmentos 
fotosintéticos se encuentran detallados en el capítulo 2. 
 
4.3. Resultados 
Dinámica espacio-temporal de Pcy en la Laguna de La Cruz 
La abundancia de las Pcy en la Laguna de La Cruz, estimada por microscopía, 
muestra un patrón general, que se repite durante los años estudiados, el 
mixolimnion presenta valores de abundancia de Pcy homogéneos y 
relativamente bajos. A medida que aumenta la temperatura y se inicia la 
estratificación térmica en primavera, la abundancia de las Pcy aumenta en el 
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epilimnion y, sobretodo, en el metalimnion. Sin embargo, a medida que avanza 
el proceso de estratificación térmica en verano, la abundancia de Pcy disminuye 
con rapidez en el epilimnion y metalimnion superior, concentrándose las 
mayores abundancias en el metalimnion profundo, bajo la termoclina y 
alrededor de la oxiclina, formando un máximo profundo de Pcy. Entre junio y 
agosto, se observa un importante descenso de la abundancia de las Pcy, tanto en 
el perfil vertical (figura 4.1 y 4.3) como en los valores de abundancia integrada 
en toda la laguna (figura 4.2), patrón que se repite durante los tres ciclos 
estudiados (1997, 1998 y 2006). El aumento de abundancia en el 
monimolimnion y el aumento de la sedimentación de Pcy, durante julio y 
agosto, indica que este descenso está asociado al proceso de precipitación 
tumultuosa de carbonato cálcico. 
 
 
Figura 4.1. Distribución espacio-temporal de la abundancia de Pcy total (células ml-1 x 
106) en La Laguna de La Cruz, durante el período de estudio comprendido entre 1997-
1998, estimado por microscopía de epifluorescencia. 
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Tras esta importante retirada de biomasa en verano (figura 4.2 y 4.3), entre julio 
y agosto dependiendo de la fecha exacta de la precipitación (“whiting”), los 
valores integrados de Pcy en la columna de agua ya no vuelven a los registrados 
en primavera, sin embargo, el máximo profundo de clorofila se recupera en 
otoño, principalmente debido a las Pcy, aunque muy localizado en torno a los 
12 metros de profundidad. El máximo profundo de clorofila-a (DCM) se 
mantiene estable durante todo el periodo otoñal hasta la llegada de la mezcla 
invernal. 
En total se han identificado, para este estudio, 7 morfologías diferentes de 
cianobacterias en la Laguna de La Cruz. Dos de estas morfologías no podemos 
considerarlas picocianobacterias, el morfotipo colonial (COL1) y la 
cianobacteria filamentosa Psudoanabaena (PSEUDO). COL1 solo presenta 
abundancias relevantes por debajo de 14 metros de profundidad en diferentes 
momentos del ciclo limnológico (figura 4.10). PSEUDO tiene una presencia 
muy limitada y su presencia es anecdótica (figura 4.7). 
El resto de morfotipos, propiamente Pcy, son dos morfotipos bacilares y 
unicelulares, BAC1 formado por bacilos de pequeño tamaño (2.4 x 1 m) y 
BAC2 formado por bacilos un poco más grandes (2.1 x 0.8 m). Un morfotipo 
tipo coco (COC1) unicelular (0.5 x 0.5 m) y dos morfotipos que forman 
cadenas más o menos alargadas, FIL1 formado por cadenas de bacilos (2.1 x 1.1 
m) y FIL2 formado por cadenas de cocos (1 x 1 m). 
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Figura 4.2. Evolución de la abundancia total integrada de Pcy total (células ml-1 x 106) 
en la columna de agua de la Laguna de La Cruz, durante los años 1997, 1998 y 2006. En 
la integración se ha tenido en cuenta el perfil hipsográfico de la cubeta. 
 
BAC1 (figura 4.4) es el morfitipo dominante y es el responsable de la dinámica 
limnológica antes descrita en general para Pcy en la laguna. BAC2 (figura 4.5) 
sin embargo, se desarrolla en el metalimnion en primavera, sin formar parte del 
DCM de verano, tras precipitación “whiting” recupera su población en el DCM 
otoñal. El morfotipo COC1 presenta abundancias importantes en el 
mixolimnion durante la mezcla y en el metalimnion en varano, formando parte 
además del DCM de otoño FIL 1 y FIL2 (4.9 y 4.10) presentan una distribución 
y abundancia muy similar, pese a la diferencia morfológica, localizándose 
principalmente áreas superficiales durante la mezcla y en el metalimnion al 
inicio de la estratificación, en primavera, y en verano. 
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Figura 4.3. Distribución espacio-temporal de la abundancia de Pcy total (células ml-1 x 
106) en la Laguna de La Cruz, durante el ciclo limnológico de 2006, estimado por 
microscopía de epifluorescencia. 
 
Figura 4.4. Distribución espacio-temporal de la abundancia del morfotipo BAC1 de 
Pcy (células ml-1 x 106) en la Laguna de La Cruz, durante el ciclo limnológico de 2006, 
estimado por microscopía de epifluorescencia. 
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Figura 4.5. Distribución espacio-temporal de la abundancia del morfotipo BAC2 de 
Pcy (células ml-1 x 106) en la Laguna de La Cruz, durante el ciclo limnológico de 2006, 
estimado por microscopía de epifluorescencia. 
 
Figura 4.6. Distribución espacio-temporal de la abundancia del morfotipo COC1 de 
Pcy (células ml-1 x 106) en la Laguna de La Cruz, durante el ciclo limnológico de 2006, 
estimado por microscopía de epifluorescencia. 
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Figura 4.7. Distribución espacio-temporal de la abundancia del morfotipo PSEUDO 
(células ml-1 x 106) en la Laguna de La Cruz, durante el ciclo limnológico de 2006, 
estimado por microscopía de epifluorescencia. 
 
Figura 4.8. Distribución espacio-temporal de la abundancia del morfotipo FIL1 de Pcy 
(células ml-1 x 106) en la Laguna de La Cruz, durante el ciclo limnológico de 2006, 
estimado por microscopía de epifluorescencia. 
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Figura 4.9. Distribución espacio-temporal de la abundancia del morfotipo FIL2 de Pcy 
(células ml-1 x 106) en la Laguna de La Cruz, durante el ciclo limnológico de 2006, 
estimado por microscopía de epifluorescencia. 
 
 
Figura 4.10. Distribución espacio-temporal de la abundancia del morfotipo COL 
(células ml-1 x 106) en la Laguna de La Cruz, durante el ciclo limnológico de 2006, 
estimado por microscopía de epifluorescencia. 
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Biomasa de Pcy en relación al resto de organismos autótrofos  
La distribución, en el perfil vertical, de la biomasa de los principales grupos 
fotosintéticos muestra el desarrollo de Pcy en primavera formando un máximo 
profundo en torno a los 12 metros de profundidad en verano.  
Figura 4.11. Perfiles de biomasa acumulados (g C m-3) de nanofitoplancton, 
picoeucariotas autótrofos (Ape), picocianobacterias (Pcy), bacterias púrpuras del azufre 
(PSB) y bacterias verdes del azufre (GSB), en la columna de agua de la Laguna de la 
Cruz en diferentes momentos del ciclo limnológico estudiado. 
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También se observa como el aumento de abundancia de nanofitoplancton a 
medida que avanza la estratificación, con un máximo profundo de abundancia 
en otoño, debido a la sedimentación del Bloom epilimnético de verano de 
Cosmarium sp. 
La biomasa integrada de organismos fotosintéticos del perfil vertical aumentó 
gradualmente a medida que se desarrollaba la estratificación. Tras la mezcla 
vertical invernal, se midieron los valores mínimos de biomasa (1,6 g C m-2), 
mientras que los máximos se registraron al final del período de estratificación 
(5,7 g C m2). 
 
Figura 4.12. Biomasa total integrada (g C m-2) y % de contribución a la biomasa total 
(integrada a todo el volumen de la laguna) de nanofitoplancton, picoeucariotas 
autótrofos (Ape), picocianobacterias (Pcy), bacterias púrpuras del azufre (PSB), 
bacterias verdes del azufre (GSB) y NPB (“non-photosynthetic bacteria”), en la 
columna de agua de la Laguna de La Cruz. 
 
Capítulo 4 
100 
 
En el período de mezcla invernal Pcy y nanofitoplancton co-dominan mostrando 
una distribución homogénea en todo el mixolimnion, representando en conjunto 
alrededor del 97% de la biomasa autótrofa total. A medida que se establece la 
estratificación aumenta la importancia relativa del nanofitoplancon a la 
contribución total de biomasa, hasta llegar al máximo de un 76 % en otoño. En 
general, su contribución a la biomasa global integrada de organismos 
fotosintéticos de las bacterias fotosintéticas del azufre es relativamente pequeña, 
entre 1-3% del total de biomasa para Lamprocystis purpurea y entorno al 0,1% 
para Chlorobium chlatratiforme. Lamprocystis purpurea se desarrolla 
principalmente, en el monimolimnion durante el período de mezcla invernal y 
en la interfase óxico-anóxica, justo debajo de la DCM, y en el hipolimnion 
superior durante el período de estratificación. Chlorobium chlatratiforme se 
desarrolla, principalmente en primavera, manteniendo poblaciones estables 
durante el resto del período de estratificación por debajo de Lamprocystis. 
Pigmentos fotosintéticos presentes en la Laguna de La Cruz 
La distribución de clorofila-a en el perfil vertical (figura 4.13) muestra un 
patrón muy similar al observado en las abundancias de las Pcy, con máximos 
profundos de clorofila (DCM) muy marcados, en verano y en otoño, en torno a 
la oxiclina, entre 10 y 12 metros de profundidad. El feoforbido-a se localizan 
principalmente bajo los DCM de verano y otoño. La feofitina-a se acumula en 
el monimolimnion y en el hipolimnion de la laguna y puntualmente en el 
epilimnion en diferentes momentos de la mezcla. La clorofilida-a, sigue un 
patrón muy similar al de la distribución de las Pcy, con máximos en el DCM de 
verano y otoño. 
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Figura 4.13. Distribución espacio-temporal de la concentración de clorofila-a (g l-1) 
en la Laguna de La Cruz, durante el período 2006, estimado por cromatografía líquida 
HPLC. 
 
Figura 4.14. Distribución espacio-temporal de la concentración de feofórbido-a (g l-1) 
en la Laguna de La Cruz, durante el período 2006, estimado por cromatografía líquida 
HPLC. 
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Figura 4.15. Distribución espacio-temporal de la relación feofitina-a/clorofila-a en la 
Laguna de La Cruz, durante el período 2006, estimado por cromatografía líquida HPLC. 
 
 
Figura 4.16. Distribución espacio-temporal de la proporción clorofilida-a/clorofila-a en 
la Laguna de La Cruz, durante el período 2006, estimado por cromatografía líquida 
HPLC. 
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Ciliados y nanoflagelados 
Durante el desarrollo de la estratificación, diferentes especies de ciliados 
microaerófilos y anaeróbicos se desarrollan en el metalimnion y el 
monimolimnion de la Laguna de La Cruz. En concreto, muestran que, 
numéricamente, los géneros dominantes son Mesodinium sp. y Scuticociliates. 
El género Pseudocohnilembus también se encontraba presente en todo el 
gradiente de oxígeno disuelto, mientras que Sathrophilus (Sphenostomella) y 
Cristigera se encontraban, principalmente, en la oxiclina. Géneros mixotróficos, 
como Coleps y Pelagothrix (Prorodon), junto con Spirostomum teres, 
dominaron en términos de bioamasa la parte inferior del metalimnion y de la 
oxiclina, respectivamente. En el monimolimnion se encontraron ciliados del 
género Caenomorpha y Odontostomatids. Teres Spirostomum es un ciliado muy 
bien conocido en las interfaces óxico-anóxicas de los sistemas acuáticos 
estratificados, mostrando altas tasas de depredación, sobre picocyanobacterias y 
bacterias heterótrofas, en el metalimnion inferior y el monimolimnion de la 
Laguna de La Cruz. 
 
4.4. Discusión 
Variaciones estacionales en la abundancia de picocianobacterias (Pcy) han sido 
muy bien documentadas en diferentes ambientes acuáticos, tanto marinos como 
de agua dulce; la mayor parte de estos estudios se localizan en latitudes 
templadas y muestran un patrón anual común, observándose las abundancias 
más altas en verano, cuando la temperatura del agua alcanza su máximo valor 
anual, y los valores mínimos en invierno (Weisse, 1988; Callieri, 2007). Este 
patrón general presenta variaciones significativas en lagos de regiones 
templadas; en estos ecosistemas es más común un patrón bimodal, con un 
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primer máximo de abundancia en primavera o principios de verano, y un 
segundo máximo a finales de verano y principios de otoño (Stockner et al., 
2002; Callieri et al., 2012). 
En la Laguna de La Cruz no se observa este patrón bimodal, los valores 
máximos integrados en la columna de agua, y corregidos por el perfil 
batimétrico del lago, muestran un máximo de abundancia integrada en 
primavera, más concretamente en mayo. En primavera Pcy se distribuye 
homogéneamente por el epilimnion y el metalimnion, sin embargo, a medida 
que avanza la estratificación, y como consecuencia del agotamiento de 
nutrientes, posible presión por depredación, y una intensidad y calidad de luz 
más favorables, se acumulan en el metalimnion, en torno a la oxiclina, entre los 
10 y 13 metros de profundidad. Con los máximos profundos bien establecidos, a 
mediados del verano se produce, en la Laguna de La Cruz, la precipitación 
cálcica tumultuosa “whiting”, generalmente a finales de julio o principios de 
agosto; este fenómeno que afecta, de manera global, a toda la laguna produce 
una pérdida muy importante de biomasa en el perfil vertical. 
A partir de septiembre, se observa un incremento muy importante de biomasa 
en el máximo profundo de clorofila, entre 10 y 12 metros de profundidad. Este 
aumento de biomasa no afecta significativamente a los valores integrados en la 
laguna debido, principalmente, a que la abundancia en el epliminnion es menor 
(la concentración de todos los nutrientes mayoritarios llega a los mínimos 
niveles, incluso el nitrato) y a que el máximo profundo se encuentra más 
concentrado en torno a la oxiclina. Sin embargo, este segundo máximo 
profundo está sin duda relacionado con el segundo pico anual, citado como 
patrón general, en este tipo de ecosistemas. Hay múltiples ejemplos que 
muestran que este tipo de patrón bimodal puede no repetirse todos los años, 
bien por falta del máximo de primavera, como ocurre en el caso de lagos donde 
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la estratificación es relativamente débil, como lagos alpinos o prealpinos 
(Callieri et al., 2012), o bien por falta del máximo otoñal, como se observa en 
lagos con series temporales largas (como el lago Constanza o Scheling). Esta 
variabilidad interanual tan marcada se ha justificado en función de diferencias 
en las condiciones climatológicas que influyen en los períodos de mezcla y en la 
estabilidad general de la columna de agua. En la Laguna de La Cruz, donde los 
factores climáticos están muy amortiguados, se observa que el principal 
responsable de que que no exista un máximo otoñal integrado es la pérdida de 
biomasa en verano, principalmente por co-precipitación con calcita, aunque 
pérdidas de biomasa por depredación también pueden ser importantes. 
El aumento en la abundancia, observado en la Laguna de La Cruz a finales de 
septiembre y que se mantiene hasta la mezcla invernal, se produce 
principalmente por la combinación de dos factores, en primer lugar, la 
intensidad de luz que llega al DCM es mayor al aumentar la transparencia del 
epilimnion y, en segundo lugar, las concentraciones de nutrientes han 
aumentado en el hipolimnion difundiendo a la oxiclina. 
En general, los rangos de abundancia normales de Pcy, en lagos de regiones 
templadas, se sitúan entre 103-105 células ml-1, observándose valores de 
abundancia más altos (105-106), puntualmente, en máximos profundos y en 
lagos tropicales. En la Laguna de La Cruz, los valores de abundancia promedio 
en el perfil vertical siempre están por encima de 106, con valores máximos de 
abundancia puntual en los DCM de 14 x 106 células ml-1. Estos son los valores 
más altos de Pcy registrados en lagos templados (Camacho et al., 2003); la 
causa de esta abundancia tan alta parece debida a diversos factores: los niveles 
de estabilidad de la columna de agua son muy elevados, la intensidad y, 
principalmente, la calidad de la luz en este tipo de lagos favorece los máximos 
profundos dominados por Pcy, la dinámica de los nutrientes inorgánicos 
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mayoritarios puede favorecer también el desarrollo de la fracción 
picoplanctónica, mejor adaptada a esta limitación y, por último, la depredación 
también puede jugar un importante papel, aunque en este caso los mecanismos 
están menos claros. Para intentar esclarecer la relevancia relativa de los 
diferentes factores involucrados se prepararon bioensayos específicos que se 
detallan en el capítulo 8. 
A la hora de comparar la relevancia de los diferentes microorganismos que se 
desarrollan en la Laguna de La Cruz, hemos optado por usar la biomasa, en 
lugar de otras aproximaciones como la abundancia o el biovolumen. Esta 
aproximación presenta una complejidad adicional, ya que la diversidad 
morfológica de los diferentes grupos hace necesario un estudio más completo 
que el simple recuento de abundancia. Por ejemplo, a diferencia de lo que 
ocurre en otros sistemas como los marinos, las picocianobacterias de agua dulce 
presentan una gran riqueza y diversidad morfológica (Callieri et al., 2012). 
En sistemas acuáticos de agua dulce, los picoeucariotas suelen encontrarse cerca 
de la superficie, en general en abundancias entre 2 y 3 órdenes de magnitud por 
debajo de las de Pcy, sin embargo, este grupo puede ser dominante en el 
epilimnion de lagos eutróficos y distróficos (Craig, 1987; Stockner y Shortreed, 
1991) en la parte más baja de la zona eufótica en ambientes marinos (Chisholm 
et al., 1988). En la Laguna de La Cruz las abundancias observadas son 
relativamente bajas, en torno a 3 órdenes de magnitud inferiores a la abundancia 
de Pcy, y con un patrón estacional muy definido. Durante el período de mezcla, 
estos picoeucariotas se encuentran en todo el mixomilnion y presentan los 
valores de abundancia máximos anuales en la superficie de la laguna, sin 
embargo, a medida que avanza el proceso de estratificación se acumulan en el 
máximo profundo de clorofila siguiendo un patrón paralelo al observado en Pcy. 
Esta dinámica es coherente con los resultados observados por otros autores, que 
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destacan un aumento en la abundancia de este grupo tras la mezcla invernal, con 
temperaturas inferiores a 10ºC (Vörös et al., 2009); su desarrollo metalimnético 
posterior está aparentemente relacionado con esta adaptación a temperaturas 
relativamente bajas. Su proporción en biomasa relativa, respecto al resto de 
grupos fotosintéticos, es muy baja en la Laguna de La Cruz. 
El grupo de bacterias procariotas, no fotosintéticas, estimadas por tinción con 
DAPI, está formado principalmente por lo que en la bibliografía se denomina 
HPP (“heterotrophic picoplankton”), sin embargo, una parte de estas bacterias 
pueden ser quimiolitoautótrofas, como veremos en el capítulo 5, por lo que 
hemos llamado a este grupo “NPB” (“Non photosynthetic bacteria”). Se han 
observado valores de abundancia y biomasa de NPB mayores en aguas anóxicas 
(en el hipolimnion y, sobre todo, en el monimolimnion) que en profundidades 
óxicas. Estos resultados han sido descritos en diferentes lagos (Ochs, 1991; 
Lovell y Konopka, 1985). 
En general, la biomasa integrada de todos los productores primarios Pcy, Ape, 
GSB, PSB y nanofitoplacton) aumenta a medida que se desarrolla la 
estatificación, desde 3 g C m-2 en primavera a 5,5 C m-2 en otoño. La biomasa 
de “NPB” está acoplada a la producción primaria, subiendo desde 1,5 g C m-2en 
primavera a 7,5 g C m-2 en otoño. Sin embargo, la mezcla vertical produce un 
desfase muy significativo en este acoplamiento; la biomasa fotosintética, 
principalmente debido al nanofitoplacton, desciende a 1,5 g C m-2, parte de esta 
biomasa sedimenta en el monimolimnion y otra parte es mineralizada en el 
mixolimnion, que además ha sido fertilizado con los nutrientes del hipolimnion. 
Esto permite mantener la biomasa bacteriana de “NPB” en más de 6 g C m-2, sin 
depender de la producción primaria contemporánea, que es muy baja en ese 
período. La demanda de oxígeno disuelto se eleva, mostrando concentraciones 
mixolimnéticas inferiores a 4 mg l-1. Este proceso de mineralización invernal, 
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junto con el proceso de mezcla, son responsables de la mayor disponibilidad de 
nutrientes, principalmente de fósforo, que las Pcy acumulan eficientemente, 
permitiendo su rápido desarrollo primaveral. 
La laguna de La Cruz presenta comunidades estables de bacterias fotosintéticas, 
principalmente, la bacteria púrpura del azufre (PSB), Lamprocystis purpurea, y 
la bacteria verde del azufre (GSB), Chlorobium chlatratiforme. En general, su 
contribución a la biomasa global integrada de organismos fotosintéticos es 
relativamente pequeña, entre 1-3% del total de biomasa para Lamprocystis 
purpurea y entorno al 0,1% para Chlorobium chlatratiforme. Lamprocystis 
purpurea se desarrolla principalmente, en el monimolimnion durante el período 
de mezcla invernal y en la interfase óxico-anóxica, justo por debajo de la DCM, 
y en el hipolimnion superior durante el período de estratificación. Chlorobium 
chlatratiforme se desarrolla, principalmente en primavera, manteniendo 
poblaciones estables durante el resto del período de estratificación por debajo de 
Lamprocystis. Pese a lo limitado de su contribución a la biomasa global, sus 
poblaciones se localizan en capas relativamente densas, donde pueden alcanzar 
tasas netas de asimilación de carbono, en primavera, equiparables a las de la 
fotosíntesis oxigénica, pero localizadas en capas muy finas. 
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5.1. Introducción 
Desde los inicios de la investigación en limnología, la correcta cuantificación de 
los pigmentos fotosintéticos ha sido un tema de gran interés. Durante muchos 
años, los métodos espectrofotométricos eran los únicos disponibles para realizar 
esta cuantificación, siendo un aspecto muy importante en la metodología 
limnólogica. A pesar del desarrollo más reciente de técnicas cromatográficas 
(cromatografía líquida de alta resolución o HPLC) para la cuantificación de 
pigmentos fotosintéticos, dada la gran cantidad de información previa, parece 
aconsejable continuar usando técnicas espectroscópicas, utilizando técnicas 
cromatográficas para calibrar los resultados obtenidos. Cuestiones relacionadas 
con la optimización de los métodos para la cuantificación de pigmentos 
fotosintéticos se han planteado desde hace mucho tiempo, sobre todo en 
sistemas marinos y en sistemas no estratificados (Murray et al., 1986; Salinas, 
1988; Pinckney et al., 1994; Latasa et al., 1996; Mantoura et al., 1997; Dos 
Santos et al., 2003; Ritchie, 2008; Jodłowska y Latała, 2011). Sin embargo, hay 
poca información científica para sistemas fuertemente estratificados que 
presenten una mezcla compleja de organismos fotosintéticos y, por lo tanto, una 
gran variedad de pigmentos, tanto en el perfil vertical como en las abundancias 
relativas estacionales de esos organismos fotosintéticos y sus pigmentos. 
Como norma general, los estudios limnológicos utilizan la concentración de 
clorofila-a como análisis para estimar la biomasa de fitoplancton y/o la 
productividad primaria, en contraste con los más lentos y costosos 
procedimientos de recuento microscópico. La concentración de clorofila-a es, 
además, un indicador común y fiable de la calidad del agua y del estado trófico, 
utilizandose de forma rutinaria en la gestión de este tipo de ecosistemas. La 
discriminación analítica de pigmentos fotosintéticos es de gran valor para 
dilucidar la composición de las comunidades de fitoplancton, al ser algunos 
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pigmentos biomarcadores quimiotaxonómicos (Wright y Jeffrey, 2006). En este 
contexto, la clorofila-a es un marcador universal de la abundancia de 
fitoplancton en sistemas acuáticos, junto a la concentración de clorofila-b y -c 
que pueden ser buenos indicadores de la abundancia de grupos de algas 
específicos, tales como clorofitas o bacillariofitas y crisofitas respectivamente. 
En consecuencia, los ratios clorofila b/a y c/a han sido sugeridos como 
indicadores de la dominancia relativa de estos grupos de algas (MacLulich, 
1986). En aguas anóxicas, tales como el hipolimnion anóxico de lagos y 
embalses estratificados o el monimolimnion de los lagos meromícticos, también 
es posible evaluar la biomasa y la estructura de las comunidades bacterianas 
fotosintéticas a través de la cuantificación de los diferentes pigmentos de estos 
microorganismos, como bacterioclorofilas y carotenos específicos. Además, la 
concentración total o relativa de los carotenos ha sido utilizada desde hace 
mucho tiempo para investigar tanto la presencia como el estado fisiológico de 
las poblaciones fitoplanctónicas, observándose grandes variaciones 
dependiendo de las condiciones de luz (Jodłowska y Latała, 2011) o la 
disponibilidad de nutrientes (Shimura y Fujita, 1975). En este contexto, el ratio 
de caroteno frente a la clorofila-a se ha propuesto como una medida de la 
acumulación de ácidos grasos en microalgas de agua dulce en condiciones de 
limitación por nitrógeno o de estrés lumínico (Solovchenko et al., 2009). Estas 
relaciones simples entre los pigmentos pueden ser consideradas como “proxies” 
del estado fisiológico de las poblaciones fitoplanctónicas, siendo esta 
metodología práctica, rápida y con resultados equiparables a otros enfoques más 
complejos y costosos.  
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Figura 5.1. Informe de citas, por año de publicación, de los métodos de cálculo más 
utilizados en la determinación espectrofotométrica de pigmentos fotosintéticos y 
analizados en este estudio (fuente: ISI-Thomson Reuters, Web of Knowledge). Las 
ecuaciones de Parsons & Strickland (1963) se citan normalmente refiriendo el manual 
de análisis de aguas marinas de Strickland & Parsons (1972), por lo que los datos de la 
cita del artículo de 1963 obtenido del ISI-WOK estarían subestimando el uso real de 
estas ecuaciones. Nótese las diferentes escalas para el número de citaciones. 
Los métodos espectrofotométricos para la cuantificación de pigmentos 
fotosintéticos en muestras que contienen pigmentos de diferentes grupos 
fitoplanctónicos, se basan en mediciones de absorbancia en extractos de 
solventes orgánicos. En este caso, los pigmentos se pueden extraer del interior 
de las células por medio de diferentes solventes orgánicos, tales como acetona, 
metanol, etanol, éter dietílico, sulfóxido de dimetilo (DMSO) o 
dimetilformamida (DMF). La acetona es, probablemente, el solvente más 
utilizado (Ritchie, 2006) ya que produce picos de absorción más nítidos en 
comparación con otros solventes, como contrapartida es más volátil e 
inflamable que otros. La acetona también se considera menos eficiente en la 
extracción de los pigmentos del interior celular en comparación con otros 
solventes (Ritchie, 2006). Sin embargo, la metodología de extracción se puede 
mejorar de distintas maneras como, por ejemplo, con el uso de la sonicación 
(Schagerl y Künzl, 2007). 
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Los métodos utilizados para la cuantificación de pigmentos varían en precisión, 
sensibilidad y coste. La cuantificación por HPLC permite la discriminación de 
las diferentes formas de la clorofila, de los carotenos y de los derivados de 
ambos (Mantoura y Llewellyn, 1983). La metodología de HPLC mejora 
considerablemente el límite de detección en comparación con otros métodos, en 
contrapartida requiere el uso de instrumentos caros, la necesidad de 
conocimientos técnicos sobre estos equipos y el tratamiento de datos superior a 
otros métodos. En general, la cuantificación espectrofotométrica directa es, hoy 
en día, más asequible y más ampliamente utilizada (figura 5.1) pese a lo 
limitado de su información. Un protocolo de HPLC estándar para la 
determinación de pigmentos fotosintéticos ya ha sido recopilado en la 21ª 
edición del “Estandar Methods” APHA (2005). Sin embargo, organismos de 
gestión responsables del control de la calidad del agua como, por ejemplo, la 
EPA de los EE.UU en su método 447.0 (Arar, 1997), aún recomiendan métodos 
espectrofotométricos, por ejemplo, el de Jeffrey y Humphrey (1975). La 
cuantificación espectrofotométrica de una mezcla de pigmentos fotosintéticos 
requiere el uso de ecuaciones que utilizan coeficientes de extinción molar 
específicos para cada pigmento (tabla 5.1). Estas ecuaciones pueden utilizar 
sólo un coeficiente de extinción (ecuaciones monocromáticas) o incluir varios 
coeficientes para reducir al mínimo la interferencia producida por la 
superposición de los espectros de absorción entre diferentes pigmentos 
(ecuaciones tricromáticas). Es muy común que se produzcan resultados 
diferentes dependiendo de la ecuación utilizada para unos mismos espectros de 
absorción (Mantoura et al., 1997).Esto implica la necesidad de especificar muy 
claramente, para cada análisis, el tipo de ecuación usada, aunque en general es 
difícil justificar el uso de unas u otras. 
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Tabla 5.1. Ecuaciones más usadas para la determinación espectrofotométrica de los 
pigmentos fotosintéticos testados en este estudio. v: Volumen de acetona añadido para 
la extracción; V: Volumen total de agua filtrada para la extracción. TC: Número total de 
citas; ACI: Media de citas por ítem; SPU: Unidades de pigmentos específicos. 
 
 
Los lagos y embalses que presentan interfases óxicas-anóxica y fuerte 
estratificación, pueden soportar densas comunidades de fitoplancton cuya 
abundancia y composición en pigmentos fotosintéticos puede variar 
notablemente (Steenbergen y Korthals, 1982). Además, la distribución espacial 
de los diferentes grupos de fitoplancton generalmente se superponen en el perfil 
vertical de la columna de agua (Miracle et al., 1992; Camacho et al., 2001). En 
aguas más profundas, la anoxia y la disponibilidad de luz puede permitir el 
desarrollo de densas poblaciones de bacterias fotosintéticas (Takahashi y 
Ichimura, 1970), coexixtiendo con fitoplancton epilimnético senescente y 
Monocromaticas TC ACI
Marker 1972 Clor-a (mg l-1) 13.14*DO665*(v/V) 5359 21.18
Dicromaticas (Clor- a  - Bclor-d)
Parkin y Brock 1981 Clor-a (mg l-1) 11.9*DO663*((DO663/DO654*0.93)-0.33)*(v/V) 593 21.18
Bclor-d (mg l-1) 10.2*D654((DO663/DO654*(-0.99)+1.55)*(v/V)
Overmann y Tilzer 1989 Clor-a (mg l-1) (1.315*DO663-0.643*DO651+0.005)*v*103/(V*d*84) 684 23.59
Bclor-d+e (mg l-1) (1.315*DO651-0.643*DO663+0.005)*v*103/(V*d*98)
Tricromaticas
Strickland y Parsons 1972 Clor-a (mg l-1) 11.6*DO665-1.3*DO645-0.14*DO630*(v/V) 13441 34.91
Clor-b (mg l-1) 20.7*DO645-4.34*DO665-4.42*DO630*(v/V)
Clor-c (mg l-1) 55*DO630-4.64*DO665-16.3*DO645*(v/V)
Jeffrey y Humphrey 1975 Clor-a (mg l-1)  11.85*DO664 –1.54*DO647 –0.08*DO630*(v/V) 66647 29.53
Clor-b (mg l-1) -5.47*DO664 + 21.03*DO647 -2.66*DO630*(v/V)
Clor-c (mg l-1) -1.67*DO664 –7.60*DO647 +24.52*DO630*(v/V)
Bacterioclorofilas
Takahashi y Ichimura 1970 Bclor-a (mg l-1) 25.2*DO772*(v/V) 1489 21.58
Bclor-c (mg l-1) 10.8*DO662*(v/V)
Bclor-d (mg l-1) 10.2*DO654*(v/V)
Bclor-e (mg l-1) 10.2*DO652*(v/V)
Carotenos
Strickland y Parsons 1972 Carotenos (mPSU l-1) 4*DO480*(v/V) --- ---
Índice 430/665 Car/clor-a  ratio --- DO430/DO665 --- ---
Índice 480/665 Car/clor-a  ratio --- DO480/DO665 --- ---
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poblaciones de picocianobacterias unicelulares, formando máximos de clorofila 
profundo. Todos estos factores aumentan la complejidad en la composición de 
pigmentos fotosintéticos de las muestras de estos sistemas acuáticos, 
intensificando así la anteriormente mencionada imprecisión de las ecuaciones 
espectrofotométricas (Stal et al., 1984). 
 
Figura 5.2. A) Espectros de absorción espectrofotométricos de los pigmentos extraídos 
a diferentes profundidades (epilimnion, metalimnion e hipolimnion) en la Laguna de La 
Cruz, junio 2006. B) Perfiles por cromatografía líquida (HPLC) de una muestra de 
aguas metalimnéticas de la Laguna de La Cruz, junio 2006. C y D) Espectros de 
absorción individuales de los pigmentos fotosintéticos más abundantes en las aguas 
óxicas de la Laguna de La Cruz. E y F) Espectros de absorción individuales de los 
pigmentos fotosintéticos más abundantes en las aguas anóxicas de la Laguna de La 
Cruz. Todos los datos de los espectros individuales provienen de los perfiles de HPLC, 
en muestras de junio de 2006. 
 
La precisión en la estimación y la idoneidad de las ecuaciones 
espectrofotométricas en los sistemas acuáticos estratificados son el principal 
objetivo de este estudio. Se contrastan los resultados obtenidos con las 
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ecuaciones espectrofotométricas con cuantificaciones patroneadas y, a priori, 
más fiables, realizadas por cromatografía (HPLC). El estudio se realizó con 
muestras de la Laguna meromíctica de La Cruz, situada en el centro de España, 
que presenta múltiples combinaciones de microorganismos y pigmentos 
fotosintéticos en superposición, dentro de sus diferentes gradientes verticales. 
De los resultados de este análisis, se proporcionan recomendaciones que sería 
importante tener en cuenta antes de emprender estudios limnológicos en este 
tipo de sistemas acuáticos fuertemente estratificados, en un intento de establecer 
las ventajas y desventajas al utilizar este tipo de ecuaciones 
espectrofotométricas. En este sentido, el presente capítulo tiene como objetivo 
facilitar la selección de métodos espectrofotométricos simples en sistemas 
acuáticos estratificados cuando la aplicación de procedimientos más costosos 
tales como HPLC no es adecuado, sobre todo, al considerar que los métodos 
espectrofotométricos son el medio más común de obtener este tipo de datos 
limnológicos clave. 
 
5.2. Resultados 
Durante el período estudiado, las concentraciones de todos los pigmentos 
fotosintéticos analizados mostraron una gran variabilidad (figura 5.3). Para toda 
la columna de agua, la concentración de clorofila-a varió entre 0,5-85 mg l-1. 
Los derivados de este pigmento (principalmente clorofilida y feofitina) 
representan entre un 3 y un 60% del total de la concentración de clorofila-a, con 
grandes variaciones tanto en el perfil vertical como en su dinámica estacional. 
Se han observado concentraciones por debajo del límite de detección del 
método espectrofotométrico (0,5 mg l-1) en el 89% de las muestras para la 
clorofila-b y en en el 61% para la clorofila-c. Las concentraciones más altas de 
chlorophyll-b y -c fueron de 3,2 y 15,7 mg l-1, respectivamente. 
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Figura 5.3. Diagrama de cajas de la distribución (logaritmo de la concentración: μg l–1) 
de los pigmentos fotosintéticos más abundantes encontrados en la Laguna de La Cruz. 
Se muestran los datos estadísticos en bruto usados en el presente estudio. A) Clorofila-a 
y derivados, Clorofila-b y -c de todo el perfil vertical. B) Bacterioclorofilas-a, c y d en 
muestras de aguas anóxicas. C) Principales carotenos de algas y cianobacterias en todas 
las muestras (Zea: Zeaxantina, Fuc: Fucoxantina, Alo: Alloxantina, Lut: Luteína, Per: 
Peridinina). D) Principales carotenos bacterianos en muestras de aguas anóxicas (Oke: 
Okenona, Iso: Isorrenierateno, Chloro: Clorobacteno). 
 
En las capas anóxicas, la concenrtración de bacterioclorofila también varió 
ampliamente, con un promedio de 20 mg l-1 y valores máximos de 
aproximadamente 200 mg l-1 en un estrato relativamente fino, justo bajo el 
máximo profundo de clorofila (DCM). En la figura 5.3C se observan los 
carotenos más abundantes observados en el lago, más de 15 carotenoides 
diferentes fueron recuperados en el análisis cromatográfico para el lago de La 
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Cruz. Los carotenos más relevantes para la identificación de clorofitas fueron la 
zeaxantina, la luteína, la violaxantina y la antheroxanthin. Otros carotenoides 
relevantes fueron: zeaxantina y myxoxantophyll para la identificación de 
cianobacterias; alloxanthin para la identificación de criptofitas; y, por último, 
fucoxantina y diatoxanthin para la identificacion de bacillariofitas. Carotenoides 
comunes y sin criterio taxonómico, como el β-caroteno, también se observaron 
regularmente en las muestras. Entre los carotenos bacterianos, la okenona fue el 
más abundante. Este caroteno es característico de algunas bacterias púrpuras del 
azufre (PSB), como Lamprocystis purpurea que es la especie de bacteria 
fotosintética dominante en la Laguna de La Cruz. También se observaron en las 
muestras carotenos de bacterias verdes del azufre (GSB), como el 
isorrenierateno y clorobacteno. 
Las relaciones entre las concentraciones de clorofila-a medidas usando HPLC y 
las estimaciones realizadas con las diferentes ecuaciones espectrofotométricas 
analizadas se muestran en la figura 5.4 y en la tabla 5.2. Los datos de HPLC se 
expresan como la concentración total de clorofila-a nativa, en la figura 5.4 
columna izquierda, y como la concentración de la suma de sus formas derivadas 
y nativa, en la figura 5.4 columna derecha. Estas formas derivadas fueron 
principalmente clorofilida-a y feofitina-a, aunque relativamente pequeñas 
concentraciones de feofórbidos también fueron detectadas y tenidas en cuenta. 
Se encontraron diferencias importantes en los resultados de las ecuaciones 
estudiadas en relación a la profundidad del lago.Esto implica un importante 
componente de la variabilidad espacial en la columna de agua, comportándose 
estas ecuaciones de manera diferente dependiendo de si las muestras son de 
origen óxico o anóxico. Las correlaciones entre las determinaciones 
espectrofotométricas de clorofila-a (formas nativas más derivados) y las 
mediciones realizadas por HPLC (tabla 5.2) para todos los datos del perfil 
vertical (muestras óxicas y anóxicas), mostraron que las ecuaciones 
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monocromáticas y tricromáticas (Marker, 1972; Strickland y Parsons, 1972; 
Jeffrey y Humphrey, 1975), aunque se correlacionan significativamente, 
presentan valores relativamente bajos de coeficiente de Pearson y errores 
relativamente altos (aproximadamente del 25%). También se oberva que las 
pendientes subestiman fuertemente la concentración de clorofila-a con respecto 
a los resultados obtenidos por HPLC, cuando fueron consideradas 
conjuntamente todas las muestras. Las ecuaciones espectrofotométricas con 
corrección para la bacterioclorofila (Parkin y Brock, 1981; Overmann y Tilzer, 
1989) mostraron mejores correlaciones (valores más altos de coeficiente de 
Pearson). Sin embargo, la ecuación de Parkin y Brock (1981) tenía un error 
similar al de las ecuaciones monocromáticas y tricromáticas pero, en este caso, 
sobreestimando la concentración de clorofila-a (pendiente 1,235). En general, la 
ecuacióncuyas predicciones se adaptaron mejor a todos los escenarios revisados, 
fue la dada por Overmann y Tilzer (1989), que muestra un error bajo (1,9%) y 
una desviación también muy baja respecto a los valores estimados por 
cromatografía (pendiente 1,019). 
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Figura 5.4. Relación entre las concentraciones de clorofila-a (μg l–1) obtenidas 
mediante las diferentes ecuaciones espectrofotométricas estudiadas, respecto a las 
obtenidas por HPLC. En la columna de la izquierda (A, C, E, G, e I) se muestran las 
correlaciones entre las concentraciones estimadas por las ecuaciones 
espectrofotométricas y la concentración de clorofila-a nativa medida por HPLC 
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(sumando su alómero y epímero). En la columna derecha (B, D, F, H, y J) se muestran 
las correlaciones entre las concentraciones estimadas por ecuaciones 
espectrofotométricas y la concentración total de clorofila-a medida por HPLC (sumando 
a la nativa los pigmentos derivados como clorofilida-a, feofitina-a y feoforbido-a). Las 
muestras anóxicas han sido excluidas para las ecuaciones sin corrección para 
bacterioclorofilas, y mantenidas sólo para Parkin y Brock (1981) y Overmann y Tilzer 
(1989). Línea continua: correlación de las muestras óxicas. Línea de puntos: intervalos 
de confianza. Línea de rayas y puntos: intervalo de predicción. Línea de rayas: 
correlación de las muestras de anoxia. 
Para las muestras de las profundidades óxicas, en general, todas las ecuaciones 
espectrofotométricas sobreestimaron la concentración de clorofila-a con 
respecto a los valores de clorofila-a nativa (figura 5.4 A, C, E, G, I) medidos 
por HPLC. Sin embargo, cuando se consideran todas las formas derivadas, 
todas las ecuaciones, tanto las monocromáticas como las tricromáticas (Marker, 
1972; Strickland y Parsons 1972; Jeffrey y Humphrey, 1975) subestimaron la 
concentración de clorofila-a (más derivados) (figura 5.4 B, H, J). Dado que las 
ecuaciones espectrofotométricas incluyen la determinación de todas las formas 
(nativa más derivados), la tabla 5.2 sintetiza los resultados de la aplicación de 
las diferentes ecuaciones, y se realizó considerando las correlaciones de 
determinaciones espectrofotométricas con las concentraciones de HPLC de las 
formas nativas más los derivados de la clorofila-a. En cuanto a las ecuaciones 
para la determinación de la concentración de clorofila-a con correcciones por la 
presencia de bacterioclorofila-d (d + e), se observó que la ecuación de Parkin y 
Brock (1981) presenta un error relativamente alto (25,7%), sobreestimando la 
concentración de clorofila-a. Aunque para muestras óxicas todos las ecuaciones, 
a excepción de la de Parkin y Brock, producen errores relativamente bajos (por 
debajo del 10%), los mejores valores fueron proporcionados por la ecuación de 
Overmann y Tilzer (1989), con un error de un 5,6%, mientras que la ecuación 
de Jeffrey y Humphrey (1975), que es mucho más utilizada, presenta un error de 
un 9,0%. 
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ió
n
 
co
n
 
la
s 
m
ed
id
as
 
p
o
r 
H
P
L
C
, 
m
ie
n
tr
as
 
q
u
e 
to
m
a 
v
al
o
re
s 
p
o
si
ti
v
o
s 
cu
an
d
o
 
se
 
d
a 
u
n
a 
so
b
re
es
ti
m
ac
ió
n
. 
L
as
 c
o
rr
el
ac
io
n
es
 s
e 
re
fi
er
en
 a
 t
o
d
as
 l
as
 f
o
rm
as
 d
e 
ca
d
a 
p
ig
m
en
to
 (
p
.e
j.
 c
o
n
ce
n
tr
ac
io
n
es
 d
e 
cl
o
ro
fi
la
-a
 y
 s
u
s 
d
er
iv
ad
o
s 
en
 e
l 
ca
so
 d
e 
la
 c
lo
ro
fi
la
-a
).
 
 
E
st
ra
to
n
P
ig
m
e
n
to
p
e
a
rs
o
n
p
e
n
d
ie
n
te
%
 e
rr
o
r
p
e
a
rs
o
n
p
e
n
d
ie
n
te
%
 e
rr
o
r
p
e
a
rs
o
n
p
e
n
d
ie
n
te
%
 e
rr
o
r
p
e
a
rs
o
n
p
e
n
d
ie
n
te
%
 e
rr
o
r
p
e
a
rs
o
n
p
e
n
d
ie
n
te
%
 e
rr
o
r
p
e
a
rs
o
n
p
e
n
d
ie
n
te
%
 e
rr
o
r
T
o
ta
l
2
3
5
C
lo
r-
a
0
.4
6
2
0
.7
3
6
-2
6
.4
0
.4
8
6
0
.7
2
4
-2
7
.6
0
.5
1
6
0
.7
5
4
-2
4
.6
0
.9
4
6
1
.2
3
5
2
3
.5
0
.9
2
4
1
.0
1
9
1
.9
2
3
5
C
lo
r-
b
-0
.2
1
7
-1
8
.4
-1
9
3
5
.4
-0
.2
1
4
-1
2
.9
-1
3
9
1
.0
2
3
5
C
lo
r-
c
0
.0
8
1
0
.0
1
9
-9
8
.1
0
.0
8
1
0
.0
4
3
-9
5
.7
1
1
8
C
a
ro
te
n
o
id
s
0
.2
4
3
1
.4
9
2
4
9
.2
Ó
x
ic
a
s
1
4
4
C
lo
r-
a
0
.9
7
2
0
.9
3
6
-6
.4
0
.9
7
3
0
.9
1
0
-9
.0
0
.9
8
0
0
.9
3
3
-6
.7
0
.9
5
4
1
.2
5
7
2
5
.7
0
.9
7
2
0
.9
4
4
-5
.6
1
4
4
C
lo
r-
b
0
.3
2
4
0
.8
7
5
-1
2
.5
0
.3
7
7
0
.6
3
2
-3
6
.8
1
4
4
C
lo
r-
c
0
.6
5
5
0
.3
6
2
-6
3
.8
0
.6
8
9
0
.8
3
4
-1
6
.6
9
3
C
a
ro
te
n
o
s
0
.9
1
9
1
.6
2
0
6
2
.0
A
n
ó
x
ic
a
s
9
1
C
lo
r-
a
0
.4
4
7
2
.9
6
3
1
9
6
.3
0
.4
5
5
2
.7
7
2
1
7
7
.2
0
.4
5
9
2
.5
5
7
1
5
5
.7
0
.4
6
5
0
.4
6
7
-5
3
.3
0
.6
3
0
0
.9
5
2
-4
.8
9
1
C
lo
r-
b
--
--
--
--
--
--
9
1
C
lo
r-
c
--
--
--
--
--
--
9
1
b
c
lo
r-
a
0
.9
8
7
1
.0
9
0
9
.0
2
5
b
c
h
l-
d
 
0
.9
8
5
1
.1
2
4
1
2
.4
0
.9
4
9
0
.4
4
0
-5
6
.0
0
.9
8
3
1
.1
0
2
1
0
.2
2
5
b
c
h
l-
c
0
.9
7
9
0
.7
7
4
-2
2
.6
2
5
C
a
ro
te
n
o
s
0
.9
7
0
3
.2
2
4
2
2
2
.4
T
a
k
a
h
a
sh
i 
y
 I
c
h
im
u
ra
 1
9
7
0
M
a
rk
e
r 
1
9
7
2
J
e
ff
re
y
 y
 H
u
m
p
h
re
y
 1
9
7
5
S
tr
ic
k
la
n
d
 y
 P
a
rs
o
n
s 
1
9
7
2
P
a
rk
in
 y
 B
ro
c
k
 1
9
8
1
O
v
e
rm
a
n
n
 y
 T
il
z
e
r 
1
9
8
9
Capítulo 5 
127 
 
En cuanto a las muestras de profundidades de anoxia, no se encontró 
correlación significativa para las ecuaciones monocromáticas y tricromáticas 
que no incluían la corrección respecto a la bacterioclorofila-d en el cálculo de la 
concentración de clorofila-a (línea discontinua en las figura 5.4 A, C, E, G, I), 
mostrando además errores relativamente altos (tabla 5.2). Esas ecuaciones son, 
por lo tanto, inadecuadas para la determinación de la clorofila-a en aguas de 
profundidades anóxicas y que presentan poblaciones de bacterias fotosintéticas 
verdes del azufre. Respecto a las ecuaciones con corrección de 
bacterioclorofila-d (figura 5.4 D, F), la ecuación de Parkin y Brock (1981) 
muestra una baja correlación de Pearson (0,465), una baja pendiente (0,467) y 
un error muy alto (53 %), presentando una fuerte subestimación de los valores 
de clorofila-a con respecto a los valores obtenidos por HPLC. De nuevo, la 
ecuación de Overmann y Tilzer (1989) mostró la mejor correlación (0,630), con 
una pendiente próxima a uno (0,952) y un error relativante bajo (4,8%). 
La figura 5.5 presenta la relación entre los dos métodos de análisis pero, en este 
caso, para la medición de la clorofila-b y -c, usándose las ecuaciones 
tricromáticas de Strickland y Parsons (1972) y las de Jeffrey y Humphrey 
(1975). Al igual que ocurre con las estimaciones de concentración de clorofila-
a, las ecuaciones tricromáticas se muestran inadecuadas para estimar con 
precisión las concentraciones de estos pigmentos en los estratos anóxicos de la 
laguna, donde estos pigmentos probablemente pertenecen a algas en proceso de 
sedimentación. Cuando se consideraron conjuntamente todas las muestras 
óxicas y anóxicas (figura 5.5, gráficas de la izquierda y tabla 5.2), de nuevo no 
se observó correlación entre las medidas espectrofotométricas y las realizadas 
por HPLC. Incluso cuando se consideran sólo las muestras óxicas (figura 5.5, 
gráficas de la derecha y tabla 5.2), la precisión en las determinaciones 
espectrofotométricas fue muy baja, aunque hay que tener en cuenta que las 
concentraciones de estos pigmentos en la laguna también fueron muy bajas. 
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Figura 5.5. A-D) Relación entre las concentraciones (μg l–1) de clorofila-b obtenidas 
mediante las ecuaciones espectrofotométricas de Strickland & Parsons (A y B) y Jeffrey 
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& Humphrey (C y D) respecto a las obtenidas por HPLC. E-H) Relación entre las 
concentraciones (μg l–1) de clorofila-c obtenidas mediante las ecuaciones 
espectrofotométricas de Strickland & Parsons (E y F) y Jeffrey & Humphrey (G y H) 
respecto a las obtenidas por HPLC. Nótese el cambio de escala para las figuras de la 
clorofila-b, A-B, respecto a las C-D. Línea continua: correlación de las muestras óxicas; 
línea de puntos: intervalos de confianza; línea de rayas y puntos: intervalo de 
predicción. Cuando se incluyeron todas las muestras, óxicas y anóxicas (gráficas de la 
izquierda) no se encontró ninguna correlación, en las gráficas de la derecha se 
incluyeron sólo las muestras óxicas. 
 
En cuanto a la estimación de la concentración de las diferentes 
bacterioclorofilas presentes en la laguna (figura 5.6), Takahashi y Ichimura 
(1970) proporcionaron una ecuación para el cálculo de concentración de 
bacterioclorofila-a que se ajusta bien a las determinaciones realizadas por 
HPLC, con un coeficiente de correlación alto. Esta alta correlación se ve 
favorecida por el alto número de muestras, en comparación con el relativamente 
bajo número de muestras para el cálculo de otras bacterioclorofilas. Las 
ecuaciones de Takahasi y Ichimura (1970) son las más ampliamente utilizadas 
para estimar pigmentos fotosintéticos de origen bacteriano, estas ecuaciones 
sobrestiman ligeramente, tanto la concentración de bacterioclorofila-a como la 
concentración de bacterioclorofila-d en aproximadamente un 10%, mientras que 
la concentración de bacterioclorofila-c presenta una subestimación de 
aproximadamente un 23%. Una menor precisión se observó para el cálculo de la 
concentración de bacterioclorofila-d con la ecuación de Parkin y Brock (1981), 
que sobreestimó la concentración de este pigmento en un 12%. Por el contrario, 
la ecuación de Overmann y Tilzer (1989) subestimó la concentración de 
bacterioclorofila-d en más de un 50%. 
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Figura 5.6. Incluye sólo muestras anóxicas. A) Relación entre las concentraciones de 
bacterioclorofila-a (μg l–1) obtenidas mediante la ecuación espectrofotométrica de 
Takahashi & Ichimura respecto a las obtenidas por HPLC. B) Relación entre las 
concentraciones de bacterioclorofila-c (μg l–1) obtenidas mediante la ecuación 
espectrofotométrica de Takahashi & Ichimura respecto a las obtenidas por HPLC. C-D-
E) Relación entre las concentraciones de bacterioclorofila-d (μg l–1) obtenidas mediante 
las ecuaciones espectrofotométricas de Takahashi & Ichimura (C) Parkin & Brock (D) y 
Overmann & Tilzer (E) respecto a las obtenidas por HPLC. Línea continua: correlación 
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de las muestras anóxicas. Línea de puntos: intervalos de confianza; línea de rayas y 
puntos: intervalo de predicción. 
La comparación entre las cuantificaciones de carotenos realizados en extractos 
no purificados, utilizando las ecuaciones de Strickland y Parsons (1972), 
respecto a las determinaciones realizadas por HPLC, se muestra en la figura 5.7.  
 
Figura 5.7. Relación entre los diferentes índices de carotenos obtenidos por 
espectrofotometría (unidades relativas o de absorbancia) y las concentraciones de 
carotenos (μg l–1) medidas por HPLC. A) Correlación entre la estimación de la 
abundancia de carotenos estimada mediante la ecuación de Strickland & Parsons (1972) 
y la concentración total de carotenos (μg l–1) medida por HPLC para las muestras óxicas 
y anóxicas. B) Correlación, para las muestras óxicas que no presentan okenona, entre el 
índice de absorbancia 430/665 y el ratio entre las concentraciones de carotenos algales 
respecto a las concentraciones de clorofila-a total (nativa más derivados) medidas por 
HPLC. C) Correlación, para las muestras óxicas que no presentan okenona, entre el 
índice de absorbancia 480/665 y el ratio entre las concentraciones de carotenos algales 
respecto a las concentraciones de clorofila-a total medidas por HPLC. Línea continua: 
en el gráfico A corresponde a las muestras óxicas y, por separado, a las muestras 
anóxicas, mientras que en los gráficos B y C corresponde sólo a las muestras óxicas que 
no presentan okenona; línea de puntos: intervalos de confianza; línea de rayas y puntos: 
intervalo de predicción. 
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HPLC, las diferentes pendientes observadas, de 1,62 para las capas óxicas y 
3,22 para las capas anóxicas, indican que la respuesta de la ecuación de 
Strickland y Parsons es diferente cuando hay presencia de carotenos 
bacterianos. Esto indica que estas ecuaciones no son adecuadas para ser 
utilizadas indistintamente para muestras óxicas y anóxicas. Por otro lado, las 
dos relaciones de absorbancia de doble longitud de onda (430/665 y 480/665 
según Margalef, 1983) mostraron moderadamente buenas correlaciones para las 
muestras epilimnéticas, mientras que para las muestras metalimnéticas e 
hipolimnéticas (que incluyen el caroteno bacteriano okenona) no se observaron 
correlaciones significativas en los ratios caroteno/clorofila-a estimados a partir 
de las medidas de HPLC. 
 
5.3. Discusión 
Aunque los análisis para determinación de pigmentos fotosintéticos realizados 
por  HPLC permiten la discrimicación cuatitativa de pigmentos y proporcionan 
una mayor precisión en la caracterización en comparación con los métodos 
espectrofotométricos (Wright y Jeffrey, 2006), presentan el principal 
incoveniente de ser más caros, lentos y requerir un equipo más especializado. Es 
por eso que, para muchas aplicaciones, las medidas espectrofotométricas 
directas pueden ofrecer unos resultados lo suficientemente correctos como para 
no nocesitar métodos más costosos. Nuestro exámen de las obras citadas en el 
Thomson Reuters (antiguo ISI) “Web of Knowledge” revela que, en la 
actualidad, las ecuaciones espectrofotométricas aún se utilizan en muchos 
artículos de investigación (figura 5.1). El número de citas sigue aumentando 
continuamente para alguna de estas ecuaciones, como las propuestas por Jeffrey 
y Humphrey (1975), así como las de Strickland y Parsons (1972), a mediados de 
la década de 1970. Este uso en la actualidad de ecuaciones espectrofotométricas 
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puede estar justificado por la sencillaz y bajo coste. Sin embargo, las 
imprecisiones inherentes de este tipo de ecuaciones requieren cuidado al aplicar 
las diferentes fórmulas y a la hora de interpretar los resultados, sobre todo, 
cuando en el estudio que se realiza hay mezclas complejas de pigmentos 
fotosintéticos como, por ejemplo, en sistemas acuáticos estratificados. Varios 
estudios, entre los que se encuentra la presente tesis, demuestran que la validez 
de algunas de estas ecuaciones depende del origen de la muestra y de la 
presencia o ausencia de ciertas formas o derivados de los pigmentos, pudiendo 
variar significativamente la precisión e incluso la validez de las 
determinaciones. Por ejemplo, las características de absorción de los derivados 
de la clorofila-a pueden introducir un sesgo significativo en la cuantificación de 
la concentración de clorofila-a nativa (Salinas, 1988; Rowan, 1989; Jacobsen y 
Rai, 1990; Pinckney et al., 1994; Ritchie, 2008). Para explorar esta cuestión, se 
compararon las correlaciones lineales de las cuantificaciones obtenidas, 
considerando y sin considerar la presencia de estos derivados de la clorofila-a. 
Cuando los derivados de la clorofila-a fueron excluidos en la determinación por 
HPLC (figura 5.4 A, C, E, G, e I), todas las ecuaciones sobreestimaron la 
concentración de clorofila-a nativa. Esto se debea que estas ecuaciones suman 
los derivados a la absorbancia, aunque la sobreestimación fue generalmente 
menor de un 10%. Sin embargo, al tener en cuenta las formas derivadas en las 
cuantificaciones realizadas por HPLC, todas las ecuaciones que no eran 
dicromáticas, es decir, todas menos la de Parkin y Brock (1981) y la de 
Overmann y Tilzer (1989), subestimaron las mediciones realizadas por HPLC. 
En estudios anteriores, se ha sugerido que el uso de métodos 
espectrofotométricos puede ser aceptable para la determinación de la 
concentración de clorofila-a si las formas degradadas de este pigmento 
representan menos del 5% del total (Jodłowska y Latała, 2011). El error de 
nuestras estimaciones era comúnmente menor de 10% (figura 5.4), lo que 
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podría explicarse por la presencia de estos derivados, excepto para el caso de la 
ecuación de Parkin y Brock que, constantemente, y en gran medida sobreestima 
la concentración de clorofila-a.  
Existen otras ecuaciones espectrofotométricas que no han sido evaluadas en este 
estudio. Estas ecuaciones permiten la corrección de la concentración de 
clorofila-a respecto a sus derivados de degradación a través de una etapa previa 
de acidificación (Lorenzen, 1967), transformándose la clorofila-a nativa en 
feofitina-a. La clorofilida-a es un derivado de la clorofila-a que se produce 
como resultado de la pérdida de la cadena de fitol. Es una forma de degradación 
común, su presencia se ha asociado con la senescencia celular debido a la 
actividad enzimática de las clorofilasas (Louda et al., 1998, 2002) y/o por el 
paso a través del tracto digestivo como resultado de la depredación (Barlow et 
al., 1988). En la Laguna de La Cruz, altas concentraciones de este pigmento se 
asocian generalmente al máximo profundo de clorofila metalimnético, aunque 
se puede encontrar en todo el perfil vertical, invalidando el uso de métodos de 
acidificación. Esta invalidez se debe aque la presencia de altas cantidades de 
clorofilida-a en los extractos modifica la validez de las ecuaciones que 
presuponen como derivado la feofitina-a, incluso después de la acidificación 
(Plante-Cuny et al., 1993). Por esa razón, no evaluamos esos métodos. 
En los sistemas acuáticos fuertemente estratificados, se produce una 
interferencia adicional en la cuantificación de clorofila-a debida al solapamiento 
espectral con algunos tipos de bacterioclorofila. Las bacterioclorofilas se 
producen principalmente en las profundidades anóxicas y microaeróbicas, 
donde las bacterias fotosintéticas del azufre pueden desarrollarse. Esto 
explicaría por qué ni la ecuación monocromática (Marker, 1972) ni la 
tricromática (Strickland y Parsons, 1972; Jeffrey y Humphrey, 1975) produjeron 
buenas estimaciones de la concentración de clorofila-a en las capas anóxicas de 
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la laguna. A principios de los 80, Parkin y Brock (1981) propusieron una 
ecuación dicromática para estimar las concentraciones de clorofila-a en 
presencia de bacterioclorofila-d, que es la principal fuente de interferencia para 
las estimaciones de concentración de clorofila-a. Desde entonces, esta ecuación 
se ha utilizado ampliamente en diferentes sistemas acuáticos. La efectividad de 
esta ecuación fue posteriormente cuestionada por Overmann y Tilzer (1989), 
quienes propusieron una ecuación diferente. En nuestro estudio, la ecuación de 
Parkin y Brock (1981) no estimó con la precisión esperada la concentración de 
clorofila-a en presencia de bacterioclorofila-d, por lo que no se recomienda su 
uso cuando este pigmento está presente. La ecuación desarrollada por 
Overmann y Tilzer (1989) ofreció, sin embargo, los mejores resultados en la 
estimación de la concentración de clorofila-a, independientemente del origen de 
la muestra (agua óxica o anóxica), siendo la única ecuación que realiza buenas 
estimaciones para muestras anóxicas. En contraste, para las muestras óxicas, a 
excepción de la ecuación de Parkin y Brock (1981), el resto de ecuaciones no 
presentaron desviaciones particularmente altas respecto a las medidas realizadas 
por HPLC, lo que hace que cualquiera de estas ecuaciones sean adecuadas para 
la estimación significativamente buena de la concentración de clorofila-a en 
aguas óxicas. 
Las ecuaciones tricromáticas son ampliamente utilizadas para la determinación 
de la concentración de clorofila-b y -c (Jeffrey et al., 1997), proporcionando 
valiosa información relativa a la composición taxonómica de la comunidad de 
fitoplancton. Las dos ecuaciones más utilizadas fueron definidas por Parsons y 
Strickland (1963) (normalmente referida como Strickland y Parsons, 1972 y 
también referida como SCOR-UNESCO, 1966) y por Jeffrey y Humphrey 
(1975). La ecuación de Jeffrey y Humphrey (1975) es mucho más utilizada, 
probablemente al ser la ecuación recomendada por los métodos EPA de EE.UU. 
Sin embargo, un aspecto crítico de estas ecuaciones tricromáticas es que son 
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muy imprecisas en la estimación a bajas concentraciones de estos pigmentos. En 
la Laguna de La Cruz son las picocyanobacterias unicelulares en las capas 
óxicas y las bacterias fotosintéticas en las anóxicas las que dominan la 
comunidad fitoplanctónica (Rodrigo et al., 2001; Camacho et al., 2003). Por el 
contrario, los grupos de algas que contienen clorofila-b, principalmente 
clorofitas, o clorofila-c, principalmente bacillariofitas y crisófitas, presentan 
generalmente una menor abundancia en la laguna, lo que implica que el posible 
uso de estas ecuaciones se vea comprometido por las bajas concentraciones de 
estos pigmentos, encontrándose en muchos casos cerca o por debajo del límite 
de resolución de las ecuaciones. Esto parece afectar particularmente a la 
estimación de la concentración de clorofila-b que, en nuestro caso, produce los 
peores resultados estadísticos, aunque las observaciones realizadas por Ritchie 
(2008) dan una menor precisión de las ecuaciones para el cálculo de la clorofila-
c en comparación con la clorofila-b. Por otra parte, en las profundidades de la 
laguna, donde se desarrollan las poblaciones de bacterias fotosintéticas verdes 
del azufre, en el monimolimnion e hipolimnion, es probable que las 
bacterioclorofilas produzcan una interferencia muy acusada debido a la 
superposición de espectros, como se puede observar en la figura 5.2. En nuestro 
caso, la estimación de clorofila-b es más sensible a esta interferencia en 
comparación con la clorofila-c. 
Para evaluar la concentración de las diferentes bacterioclorofilas (a, c y d) 
presentes en la laguna, hemos aplicado las ecuaciones de Takahashi y Ichimura 
(1970), que son las más comúnmente utilizadas en los ecosistemas de agua 
dulce. También se evaluaron las ecuaciones dicromáticas de Parkin y Brock 
(1981), así como las de Overmann y Tilzer (1989) que, aunque diseñadas para 
el cálculo de la concentración de clorofila-a cuando existe bacterioclorofila-d 
presente, también permite la estimación de las concentraciones de la 
bacterioclorofila-a -d y -e. La bacterioclorofila-e no fue detectada en la Laguna 
Capítulo 5 
137 
 
de La Cruz, como confirman los resultados obtenidos por HPLC, por lo que la 
ecuación de Overmann y Tilzer (1989) podría ser utilizada para determinar la 
concentración de bacterioclorofila-d. Durante el período de mezcla, las bacterias 
fotosintéticas del azufre en la Laguna de La Cruz pueden aparecer 
esporádicamente en capas óxicas debido a la falta de control de la flotabilidad y 
a la formación de agregados que pueden permanecer durante mucho tiempo en 
el mixolimnion. Sin embargo, estas bacterias se desarrollan naturalmente en el 
monimolimnion anóxico e hipolimnion cuando suficiente luz alcanza estas 
profundidades en presencia de sulfhídrico (Casamayor et al., 2011). Por esta 
razón, las correlaciones solamente se exploraron para las capas anóxicas de la 
laguna (figura 5.6). En contraste con lo observado para la clorofila-a, los 
derivados de los pigmentos bacterianos están presentes sólo en cantidades muy 
bajas, por lo que cualquier corrección es, en principio, innecesaria. La 
bacterioclorofila-a se encuentra en bacterias fotosintéticas púrpuras del azufre 
(PSB). En la laguna de La Cruz, Lamprocystis purpurea domina respecto a 
otras especies de PSB (Casamayor et al., 2011). Las correlaciones obtenidas 
para bacterioclorofila-a, entre las ecuaciones de Takahashi y Ichimura (1970) y 
las determinaciones realizadas por HPLC, son bastantes concluyentes, 
produciéndose una subestimación de la concentración de bacterioclorofila-a de 
sólo un 8%. Respecto a las bacterioclorofilas -c y -d, que se producen en las 
bacterias fotosintéticas verdes del azufre (GSB), cuyo microorganismo más 
abundante en la Laguna de La Cruz es Chlorobium clathratiforme, los 
resultados obtenidos con las ecuaciones de Takahashi y Ichimura (1970) 
muestran un mejor ajuste para la bacterioclorofila-d. En nuestro caso, la 
concentración de bacterioclorofila-c fue subestimada en aproximadamente un 
23%. La ecuación de Parkin y Brock (1981) produjo una buena correlación para 
bacterioclorofila-d, mientras que la ecuación de Overmann y Tilzer (1989) 
parece subestimar notablemente la concentración de este pigmento. Respecto a 
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este último resultado, debe hacerse notar que la ecuación de Overmann y Tilzer 
(1989) fue diseñada para evaluar mezclas de bacterioclorofila-d y -e, que no es 
nuestro caso. 
Existen diferentes enfoques analíticos para evaluar la proporción de caroteno 
respecto a la concentración de clorofila-a en sistemas acuáticos. Incluyendo 
relaciones simples de absorbancia entre las longitudes de onda específicas, 
como por ejemplo 480/665 nm ó 430/665 nm, que evalúan la proporción de 
caroteno en relación a la clorofila-a (Margalef, 1983), así como métodos 
cuantitativos tales como la determinación por HPLC. El uso de los ratios antes 
mencionados es muy poco común en la literatura científica, sin embargo, 
todavía se utilizan oficialmente en gestión y estudios técnicos. Uno de los 
primeros intentos de cuantificar espectrofotométricamente las concentraciones 
de carotenos fue hecho por Richards y Thomson (1952), sin embargo, estas 
ecuaciones producen resultados poco precisos cuando existen densas 
poblaciones de diatomeas y/o crisófitas en las muestras. Strickland y Parsons 
(1972) propusieron una ecuación que resuelve parcialmente este problema, no 
obstante, esta ecuación hace la suposición de que la relación entre las 
concentraciones de los diferentes carotenos se mantiene constante en toda la 
columna de agua, lo que sabemos que no es cierto para lagos estratificados 
como la Laguna de La Cruz. Aunque las longitudes de onda utilizadas en estas 
ecuaciones están dentro de los rangos de absorción máxima de todos los 
carotenos, una variación notable en la composición relativa de los carotenoides 
con la profundidad, como se esperaría de sistemas acuáticos estratificados, 
puede introducir un sesgo importante en la cuantificación. En cualquier caso, 
los ratios caroteno/clorofila-a analizados pueden ser adecuados para estudios de 
análisis cualitativos, representando una estima sencilla de algunas propiedades 
funcionales de la comunidad fitoplanctónica. Sin embargo, nuestros resultados 
indican que sólo las muestras del epilimnion se pueden analizar con exactitud 
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debido a la interferencia de algunos carotenos bacterianos tales como la 
okenona presente en aguas microaerófilas y anóxicas. 
En resumen, nuestros resultados demuestran que, en los sistemas acuáticos 
estratificados, sólo la concentración de algunos pigmentos fotosintéticos de 
algas y bacterias fotosintéticas pueden estimarse con la precisión apropiada 
usando las ecuaciones espectrofotométricas disponibles en la bibliografía y que 
aún son de uso común. Además, el uso de sólo una de estas ecuaciones no 
siempre es recomendable para toda la columna de agua. El uso de una ecuación 
u otra depende de la mezcla y la abundancia relativa de los diferentes 
microorganismos fotosintéticos. En cualquier caso, para la determinación de la 
concentración de clorofila-a encontramos que la ecuación proporcionada por 
Overmann y Tilzer (1989) es la que mejor se ajusta en todas las circunstancias 
estudiadas, por lo tanto, se recomienda el uso de esta ecuación en sistemas 
acuáticos estratificados con presencia en el perfil vertical de microorganismos 
fotosintéticos. Respecto a la estimación de la concentración de 
bacterioclorofilas, las fórmulas proporcionadas por Takahahi y Ichimura (1970) 
funcionan bien en aguas anóxicas, donde se desarrollan poblaciones de bacterias 
fotosintéticas. Consideraciones similares para otros pigmentos, tales como 
concentraciones de clorofilas -b y -c o proporciones en carotenos respecto a 
clorofila-a, se pueden hacer mediante la revisión de la información sintetizada 
en la tabla 5.2. Esta tabla resume la adecuación de cada ecuación cuando se 
aplica a un sistema estratificado como la Laguna de La Cruz y podría servir 
como una referencia para la selección de la ecuación más apropiada, cuando se 
usan métodos espectrofotométricos para la determinación de pigmentos 
fotosintéticos. 
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6.1. Introducción 
El estudio de los productores primarios en los ecosistemas acuáticos, es uno de 
los aspectos más importantes en la comprensión del funcionamiento de los 
ecosistemas marinos y limnológicos (Wetzel, 2001; Kirk, 2011; Kirchman y 
Hanson, 2012). Históricamente, los estudios de organismos fotosintéticos se han 
centrado primero en el fitoplancton eucariota y más recientemente en las 
cianobacterias. Picocianobacteria (Pcy) se ha convertido en un grupo clave 
debido a su abundancia, ubicuidad y relevancia en la producción primaria de los 
ecosistemas acuáticos (Craig, 1985; Stockner, 1988). En algunos ecosistemas 
las bacterias fotosintéticas, bacterias verdes y púrpuras del azufre, pueden 
alcanzar altas abundancias y, la fotosíntesis anoxigénica que estos 
microorganismos realizan, puede contribuir de manera significativa a la 
producción primaria de los sistemas que habitan (Parkin y Brock, 1981). 
Diferentes técnicas han sido desarrolladas para estimar la abundancia de este 
conjunto tan heterogéneo de microorganismos fotosintéticos. Las técnicas 
microscópicas clásicas siguen siendo la referencia en la cuantificación de la 
abundancia microbiana. Estas técnicas tienen algunas desventajas, como el 
límite de detección visual de microorganismos muy pequeños, la cantidad de 
tiempo que requiere la preparación y recuento de cada muestra o la necesidad de 
personal cualificado. También presentan algunas ventajas como, ser el método 
de referencia clásico, lo que hace que los datos sean comparables a la mayoría 
de la literatura existente y, además, incluye la posibilidad de observar y 
cuantificar la morfología celular, lo que permite una taxonomía más detallada, 
incluso a nivel de especie, para grandes grupos de fitoplancton eucariota de gran 
tamaño (Hofstraat et al., 1994; Monfort y Baleux, 1992). El procedimiento 
habitual para estimar la abundancia de organismos fotosintéticos por 
microscopía implica diferentes métodos de fijación que, por lo general, requiere 
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la obtención de diferentes muestras utilizando diversas técnicas de microscopía, 
involucrando diferentes operadores y diferencias en el procesado de datos. El 
procedimiento general para la fijación de especies pequeñas, fracción 
picoplanctónica, es usar glutaraldehído o formaldehído, filtrándose sobre filtros 
negros, y realizándose los recuentos por microscopía de epifluorescencia 
(MacIsaac y Stockner, 1993; Marie et al., 1997). Para fitoplancton eucariota de 
mayor tamaño, lo más común es el uso de muestras fijadas con lugol, realizando 
el recuento por microscopía invertida (Utermöhl, 1958). En el caso de las 
bacterias fotosintéticas la metodología es menos estándar, pero lo habitual es la 
fijación con eritrosina fenicada y el recuento por microscopía de contraste de 
fase (Jones, 1979). Las principales razones que impulsaron el desarrollo de la 
citometría de flujo (CF) para el recuento de organismos en general, y de 
organismos fotosintéticos en particular, fue el poder usar una muestra única, con 
un único método de fijación, un único técnico y forma de procesar los datos, 
minimizando así, sesgos. Sin embargo, la principal ventaja de la CF es la 
posibilidad de contar miles de eventos (entre 2 y 3 órdenes de magnitud 
superiores que por microscopía) en un análisis, lo que hace que el resultado 
estadístico de los recuentos sea más robusto. 
El uso de citometría de flujo (CF) en la investigación del fitoplancton comenzó 
muy temprano en los años 80 (Trask et al., 1982;  Yentsch et al., 1983; Olson et 
al., 1989; Balfoort et al., 1992), resaltando el potencial de esta técnica en el 
seguimiento de población de organismos y su investigación. La CF, con un 
buen calibrado, puede realizar mediciones a nivel de una única célula a alta 
velocidad, pudiendo discriminar microorganismos fotosintéticos específicos por 
dispersión de la luz y autofluorescencia individual, por lo menos para los grupos 
más abundantes (Hofstraat et al., 1994; Boddy et al., 2001). También 
proporciona una manera rápida para el estudio de las propiedades estructurales 
y funcionales de microorganismos individuales, haciendo así que CF sea una 
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herramienta útil para aplicaciones en ecología microbiana acuática (Vives-Rego 
et al., 2000). Hoy en día el uso de la CF está muy generalizado para determinar 
la abundancia de picoplancton, tanto heterótrofos como autótrofos, 
especialmente en ambientes marinos (Dominique et al., 1997; Dubelaar y 
Jonker, 2000; Lomas et al., 2011; Bergquist et al., 2009; Gasol y del Giorgio, 
2000). Sin embargo, en ecosistemas de agua dulce el uso de esta técnica para el 
recuento y monitoreo de organismos fotosintéticos ha sido mucho más limitado 
(Cellamare, 2010; Casamayor et al., 2007; Crosbie et al., 2003; Toepel et al., 
2004). 
La Laguna de La Cruz es un buen modelo para el estudio por CF de la 
distribución en la columna de agua de diferentes grupos de organismos 
fotosintéticos (Vicente y Miracle, 1988; Dasi y Miracle, 1991; Rodrigo et al., 
2000). Como se ha visto en el capítulo 4, esta laguna presenta un dominio 
importante e inusual de Pcy en todo el perfil vertical, con una sucesión 
estratificada en capas más o menos solapadas de diferentes poblaciones de 
organismos fotosintéticos, picocianobacterias, picoeucariotas y algas eucariotas 
de mayor tamaño, en la zona óxica y oxiclina, y bacterias fotosintéticas en las 
profundidades anóxicas, en concreto, bacteria púrpura del azufre como 
dominante Lamprocystis purpurea y bacterias verdes del azufre, Chlorobium 
clathratiforme en menor abundancia (Rodrigo et al., 2000; Casamayor et al., 
2012). 
El uso de CF para la identificación y discriminación de microorganismos 
fotosintéticos en muestras naturales en una laguna fuertemente estratificada, 
como la de La Cruz, implica varios retos como la identificación y asociación de 
los subgrupos observados por CF con grupos específicos de microorganismos 
fotosintéticos observados por microscopía. El tamaño de los microorganismos 
es un factor muy importante en la identificación y discriminación por CF. 
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Además, la autofluorescencia natural de los pigmentos fotosintéticos permite la 
discriminación sin añadir fluorocromos externos (Marie et al., 2005; Trask et 
al., 1982). Los pigmentos más relevantes para esta discriminación son la 
clorofila-a para el fitoplancton eucariota y cianobacterias, las ficobiliproteínas 
(ficoeritrina y ficocianina) para las cianobacterias y, para las bacterias 
fotosintéticas, las bacterioclorofilas son el marcador que permite discriminar 
estas poblaciones (Casamayor et al., 2007). Con el fin de identificar los 
diferentes grupos de interés mediante esta metodología, en la Laguna de La 
Cruz se aislaron físicamente los microorganismos fotosintéticos más abundantes 
de la propia laguna en cultivos puros para para poder contrastar con los 
resultados. 
El objetivo de este capítulo es delimitar la capacidad de la CF estándar para la 
identificación y la discriminación de comunidades complejas de 
microorganismos fotosintéticos en sistemas estratificados, como el perfil 
vertical de la Laguna de La Cruz, además de determinar la utilidad de la CF 
para el recuento y seguimiento de la dinámica de estas comunidades 
fotosintéticas en la laguna. 
6.2. Métodos específicos 
Determinaciones de microscópicas  
Las muestras para las bacterias fototróficas del azufre, se fijaron con 
formaldehído al 2%, y se contaron por contraste de fase a 1250x en un 
microscopio Zeiss RS III después de retenerlos en un filtro de acetato de 
celulosa (0,2 μm de diámetro de poro). Estos filtros se secaron y se tiñeron con 
eritrosina para permitir la identificación celular (Jones, 1979). 
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Las muestras para el nanofitoplancton de se fijaron con una solución de Lugol y 
fueron examinados en las cámaras de sedimentación Utermöhl después de 48h 
de sedimentación (Utermöhl, 1958). En este caso, la identificación y el recuento 
se realizaron con un microscopio Nikon Eclipse TE2000-S invertido en 600x y 
1000x. For each technique at least 500 individuals were counted and 10 
individuals of each species measured in order to perform abundance and 
biomass estimations. Para cada técnica se contaron, al menos, 500 individuos. 
De cada especie, 10 de estos individuos, fueron medidos para realizar la 
estimación de biovolumen y biomasa. 
Análisis de citometría de flujo 
Para la identificación de los principales grupos fotosintéticos con citometría de 
flujo, se usó un citómetro de flujo Coulter Cytomics FC500 equipado con un 
láser de argón (488 de excitación), un diodo emisor de rojo (635 de excitación), 
y cinco filtros para la emisión de fluorescencia (FL1-FL5). Para cada muestra, 
se utilizaron dos protocolos diferentes. Un primer protocolo (P1) se usó para 
contar picocianobacteria con discriminación por tamaño (dispersión lateral 
SS0). El segundo protocolo (P2), se utilizó para la identificación del resto de 
nanofitoplancton y bacterias fotosintéticas, la discriminación fue por 
fluorescencia en FL4 (clorofila y bacterioclorofila) (Veldhuis y Kraay, 2000). 
Para P1, los ajustes de los parámetros de citometría fueron los siguientes: FSC 
(550), SSC (390), FL1 (600), FL2 (670), FL3 (670), FL4 (620) y FL5 (700), 
mientras que para P2 se utilizó la misma configuración pero con la 
discriminación en FL4. 
Los análisis se llevaron a cabo durante 160 segundos para el protocolo 
picocianobacteria (P1) y, 600 segundos para el protocolo del nanofitoplancton 
(P2), ambos a la tasa de flujo único de 128 ml min-1 que es el más alto del 
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citómetro utilizado. La abundancia de cada población se calculó de acuerdo a 
las fórmulas: N = (n x 1000) / Q x t, donde Q es el caudal (microlitros por 
minuto), t es la duración (minutos) de la adquisición, n es el número de eventos 
contados por el citómetro de flujo, y N es el número de células por mililitro. 
Los datos fueron recogidos con el software Beckman Coulter para la 
adquisición de "CXP Version 2.2 Acquisition" y el análisis de los datos se 
realizó utilizando el software Beckman Coulter para el análisis "CXP Version 
2.2 Analysis". 
Cultivos y enriquecimientos 
Los aislamientos o enriquecimientos de los principales productores primarios en 
el Laguna La Cruz se realizaron con diferentes metodologías. Para las dos cepas 
diferentes de Pcy aislado (PE-rich y PC-rich), se utilizó un citómetro de flujo 
“sorter” (MoFlo, Beckman Coulter). Para aislar el nanofitoplancton, 
(Scenedesmus, Cosmarium, Pectodictium y Cyclotella), los aislamientos se 
obtuvieron placas de Petri con agarosa (0,8%) en medio BG11 después de 
diversas diluciones en serie. Cuando los cultivos puros no se pudieron obtener, 
se utilizaron enriquecimientos (por ejemplo, para Cryptomonas y para las 
bacterias fotosintéticas anoxigénicas). Los enriquecimientos de las bacterias 
púrpura de azufre (PSB) y bacterias verdes del azufre (GSB), se obtuvieron a 
partir del colapso estacional y natural de estas poblaciones, que se produce 
durante el proceso de mezcla de la laguna. Este colapso provoca la acumulación 
de biomasa en la superficie del lago. Se recogieron muestras de esta biomasa y 
se fijaron con paraformaldehído: solución de glutaraldehído a una concentración 
final en la muestra de 1%: 0,05% (w / v) (Marie et al., 1997).  
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6.3. Resultados 
En este capítulo se presentan los resultados obtenidos en el estudio de la 
viabilidad del uso de la citometría de flujo para identificar y estimar la 
abundancia de las diferentes poblaciones de organismos fotosintéticos presentes 
en la Laguna de La Cruz. Para este estudio de selecciono un periodo de 
estratificación, en concreto en el perfil vertical de octubre de 2006. En esta 
fecha la Laguna de La Cruz presenta un epilimnion bien oxigenado a 8 metros 
de profundidad, y un fuerte gradiente térmico que delimita la termoclina y 
oxiclina entre 8 y 10,5 metros, el hipolimnion anoxigénico se situó entre los 
10,5 a 16,5 metros (figura 6.1A). 
La máxima abundancia de pigmentos fotosintéticos se localiza entre el 
metalimnion inferior y en el hipolimnion superior (figura 6.1B). Se observó un 
máximo profundo de clorofila (DCM) muy marcado a 11 metros de 
profundidad, de aproximadamente 80 mg m-3 de la clorofila-a, mientras que la 
concentración media epilimnética fue de 1-2 mg m-3. En la interfase óxico-
anóxica se observó una compleja mezcla de pigmentos fotosintéticos (figura 
6.1C). El perfil vertical de la abundancia de los principales microrganismos 
fotosintéticos muestra que las picocianobacterias son el grupo dominante en 
abundancia en todo el perfil vertical (tabla 6.1). Las Pcy son aproximadamente 
un 95% de la abundancia promedio respecto al total de microorganismo 
fotosintéticos en la laguna y presentan valores máximos a los 11 metros 
coincidiendo con el DCM. En el epilimnion y metalimnion superior la variedad 
de Pcy dominante fue PC-Rich y en el metalimnion inferior e hipolimnion una 
variedad PE-Rich. En contraste, las poblaciones de picoeucariotas (Ape) 
presentaron una abundancia relativa muy baja en todo el perfil vertical, siempre 
por debajo del 0,1% de la abundancia total de todos los microorganismos 
fotosintéticos. 
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Figura 6.1. Estructura del perfil vertical en el periodo de estratificación a finales de 
octubre de 2006 en la Laguna de La Cruz. A) Perfiles verticales de temperatura, 
conductividad y oxígeno disuelto. B) Perfiles verticales de los principales pigmentos 
fotosintéticos. C) Abundancia de diversos miembros de la comunidad fotosintética en el 
perfil vertical. D) Reescalado de la abundancia de los miembros de la comunidad 
fotosintética en el perfil vertical excluyendo las picocianobacteria. 
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Las determinaciones realizadas por microscopía, muestran que la comunidad 
con mayor diversidad a lo largo del perfil vertical fue la del nanofitoplancton. 
En capas oxigénicas (epilimnion y metalimnion superior) el taxón dominante 
fue Scenedesmus sp. (tabla 6.1), seguido de Pectodiction sp, Cosmarium sp. y 
Cyclotella sp. Las mayores abundancias de nanofitoplancton se observaron en el 
metalimnion inferior, debido principalmente a la sedimentación de Cosmarium 
sp. (tabla 6.1). Este máximo profundo de nanofitoplancton se produjo a 10 
metros de profundidad y no se correlaciona con el perfil del máximo profundo 
de clorofila (DCM) situado a 11 metros de profundidad.  
 
Tabla 6.1. Contribución relativa (%) de los diferentes organismos fotosintéticos más 
abundantes en la Laguna de La Cruz a diferentes profundidades.  
 
 
En el metalimnion profundo (cerca de la extinción de oxígeno) y en el 
hipolimnion superior, Cryptomonas sp. fue el grupo más abundante de 
nanofitoplancton (tabla 6.1). Las bacterias fotosintéticas anoxigénicas se 
localizaron en el metalimnion inferior, hipolimnion y en el monimolimnion 
anóxico. Las bacteria púrpura del azufre mostraron máximos de abundancia 
entre los 11 y 12 metros, y las bacterias verdes del azufre entre los 12 y 13 
metros de profundidad (figura 6.1D). 
 
4.5 metros - % of Abundancia 10 metros - % of Abundancia
Picocianobacteria 96.2 % Picocianobacteria 97.3 %
Nanofitoplacton 3.8 % Scenedesmus 52.4 % Nanofitoplacton 2.7 % Cosmarium 75.5 %
Bacterias púrpuras del azufre 0 % Pectodiction 10.2 % Bacterias púrpuras del azufre 0 % Cyclotella 10.9 %
Bacterias verdes del azufre 0 % Cosmarium 8.6 % Bacterias verdes del azufre 0 % Tetrahedrom 3.1 %
100 % Cyclotella 6.6 % 100 % Scenedesmus 1.5 %
77.8 % 91.0 %
11 metros - % of Abundancia 11.8 metros - % of Abundancia
Picocianobacteria 96.5 % Picocianobacteria 97.4 %
Nanofitoplacton 0.2 % Cryptomonas 45.5 % Nanofitoplacton 0.1 % Cosmarium 34.9 %
Bacterias púrpuras del azufre 3.3 % Cosmarium 37.9 % Bacterias púrpuras del azufre 1.7 % Cyclotella 27.5 %
Bacterias verdes del azufre 0 % Cyclotella 6.4 % Bacterias verdes del azufre 0.8 % Euglena 13.9 %
100 % Tetrahedrom 2.1 % 100 % Scenedesmus 3.2 %
79.5 % 79.5 %
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Figura 6.2. Citogramas que muestran las diferentes nubes de eventos de la comunidad 
fotosintética en la Laguna de La Cruz. A1, B1 y C1) Pcy con P1 (protocolo 1) a 4,5, 10 
y 11 metros. A2, B2 y C2) nanofitoplancton con P2 (protocolo 2) a 4,5, 10 y 11 metros. 
A3, B3, C3) ejemplo con la foto del cultivo aislado D1) poblaciones de la bacterias 
fotosintéticas y segregación de Pcy a 11,8 metros. D2) Dispersión lateral de la 
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segregación de bacterias púrpuras del azufre respecto a la presencia de gránulos de 
azufre. D3) Nube de eventos y microfotografía de bacterias fotosintéticas en un cultivo 
enriquecido la Laguna de La Cruz. 
La caracterización de las poblaciones de microorganismos fotosintéticos por CF 
en la Laguna de La Cruz mostró un patrón complejo de agrupaciones de eventos 
en función de tamaño, estructura interna y fluorescencia en las diferentes 
profundidades estudiadas. Con el protocolo P1 se observó principalmente el 
clúster de picocyanobacteria (figura 6.2A1, B1, C1) y con el protocolo P2 
podemos reconocer una distribución más compleja de clusters en los que se 
intenta identificar las diferentes poblaciones de nanofitoplancton y bacterias 
fotosintéticas. Los resultados de CF de las muestras de epilimmion y 
metalimnion superior, (figura 6.2 A1 y A2) muestran el predominio de las Pcy, 
con un promedio del 96% del total de la abundancia de microorganismos 
fotosintéticos.Con el protocolo 2, se observan 4 grupos principales de 
nanofitoplancton que representan 3,8% del total (figura 6.2A1). En estas 
profundidades el taxón más abundante fue Secenedesmus sp. (figura 6.2A3), 
seguido por Pectodiction sp., Cosmarium sp. y Cyclotella sp. (tabla 6.1A). No 
se observaron bacterias fotosintéticas en el epilimnion y metalimnion superior. 
La máxima abundancia de nanofitoplancton en el perfil vertical se produce en el 
metalimnion inferior a 10 metros (figura 6.2B), aunque solo representa un 2,7% 
de la abundancia total de microorganismos fotosintéticos presentes en esa 
profundidad. El principal género es Cosmarium sp. (75,5% de todo el 
nanofitoplancton), seguido por Cyclotella sp., Tetrahedron sp y Scenedesmus 
sp. A 11 metros de profundidad, donde se localiza el máximo profundo de 
clorofila-a  (DCM) y la oxiclina (figura 6.2C), es donde se encuentra la máxima 
abundancia de las Pcy. La abundancia relativa de nanofitoplancton a esta 
profundidad se redujo hasta el 0,2% del total de microorganismos fotosintéticos, 
aumentando la abundancia relativa de las bacterias púrpura del azufre hasta un 
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3,3%, sin observarse poblaciones significativas de bacterias verdes del azufre. 
Bajo la oxiclina, en el hipolimnion superior, la abundancia de las Pcy aun 
representa un porcentaje muy importante del total fotosintético, mientras que el 
nanofitoplancton desciende al 0,1%, aunque el tamaño de Cryptomonas sp. hace 
que en términos de biomasa pueda ser una fracción representativa. Se 
observaron bacterias fotosintéticas en todo el hipolimnion (figura 6.1D). A 11,8 
metros de profundidad la abundancia relativa de las bacterias púrpuras del 
azufre fue del 1.7%, mientras que la de las bacterias verdes del azufre aumentó 
a 0,8%. Con estas abundancias ya fue posible discriminar y cuantificar las dos 
poblaciones por CF (figura 6.2D). La fluorescencia roja de la bacterioclorofila 
(canal FL5 en nuestra configuración) permite la discriminación específica de 
Pcy y del nanofitoplancton, mientras que la dispersión frontal (FS0) permite la 
discriminación entre las bacterias púrpuras del azufre y las verdes (figura 6.2D1 
y D3). Además, las bacterias púrpura del azufre pueden acumular gránulos de 
azufre, que son detectables en la señal de dispersión lateral (SS0). La refracción 
diferencial de estos gránulos permite la discriminación posterior de estas dos 
subpoblaciones de bacterias púrpura del azufre (figura 6.2D2). 
Tabla 6.2. Ajuste no paramétrico (Spearman Rho) entre los resultados de abundancia 
obtenidos por citometría de flujo y los obtenidos por microscopia (Diferencias no 
significativas determinadas a: **α = 0.01 o *α = 0.001). 
 
 rho de Spearman Grados de libertad P-valor Pendiente
Scenedesmus 0.936 9 P<0.001* 1.06
Cosmarium 0.945 9 P<0.001* 1.05
Cyclotella 0.564 9 0.071 0.71
Pectodiction 0.982 9 P<0.001* 1.21
Pcy 0.957 13 P<0.001* 0.82
Cryptomonas 0.946 13 P<0.001* 1.13
PSB 0.996 13 P<0.001* 1.14
GSB 1.000 13 P<0.001* 1.05
Total --- 83 P<0.001* 0.86
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En la tabla 6.2 se resumen los resultados de las regresiones lineales entre los 
recuentos realizados por citometría de flujo respecto a los recuentos clásicos 
determinados por microscopia de diferentes poblaciones de organismos 
fotosintéticos identificados y cuantificados en la Laguna de La Cruz. 
Se observa un buen ajuste general entre los dos métodos, con altos coeficientes 
de correlación de Spearman, siendo todos significativos (p > 0,001), excepto 
para el caso de Cyclotella sp. (p = 0,071). Para las Pcy y Cyclotella sp. Se 
observa que los valores de pendiente fueron inferiores a 1 (aunque en el caso 
Cyclotella sp. la regresión no fue significativa), lo que implica que las 
abundancias estimadas por CF esta subestimada con respecto a los recuentos 
microscópicos. Para todos los demás taxones las pendientes fueron superiores a 
1, apuntando a una sobreestimación de las abundancias estimadas por CF 
respecto a los recuentos por microscopía. 
 
Figura 6.3. Ajuste entre los recuentos de abundancia realizados por microscopia 
(diferentes técnicas) y los recuentos realizados por citometría de flujo de los principales 
miembros de la comunidad fotosintética en el perfil vertical de la Laguna de La Cruz. 
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Cuando representamos (figura 6.3) todas las abundancias, de los organismos 
fotosintéticos identificados y cuantificado en la columna de agua, estimadas por 
CF respecto a las estimaciones realizadas por microscopia, se observa un buen 
ajuste en un rango de 6 órdenes de magnitud de abundancia (N = 84, pearson = 
0,997). 
 
6.4. Discusión 
El objetivo principal del presente capitulo es determinar el potencial de la 
citometría de flujo (CF) para la identificación y cuantificación de las diferentes 
comunidades de organismos fotosintéticos en el perfil vertical de la Laguna de 
La Cruz. Se trata de un buen modelo para este tipo de estudio porque a lo largo 
del perfil vertical están representados todos los organismos fotosintéticos 
posibles, distribuidos de manera estratificada en función del perfil de luz, 
temperatura y nutrientes disponibles. Además, existe un amplio conocimiento 
sobre la distribución y dinámica del nanofitoplancton y bacterias fotosintéticas 
de este lago (Vicente y Miracle, 1988; Dasí y Miracle, 1991; Armengol-Díaz et 
al., 1993; Rodrigo et al., 2000; Miracle et al., 2001; Camacho et al., 2003; 
Romero-Viana et al., 2010). Nuestros resultados muestran que es posible 
identificar y cuantificar a los organismos fotosintéticos más abundantes de la 
laguna por citometría de flujo. En general, en sistemas acuáticos templados las 
poblaciones de Pcy pueden presentar una abundancia relativa muy alta respecto 
al resto de microorganismos fotosintéticos (Dokulil y Teubner, 2000; Callieri, 
2008) aunque con una diferenciación fenotípica muy limitada. Sin embargo, el 
nanofitoplancton presenta una gran diversidad de especies, tamaños y 
morfologías. 
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Las primeras publicaciones sobre la viabilidad del uso de la CF para la 
identificación y recuento de las comunidades fotosintéticas en ecosistemas 
acuáticos datan del primer desarrollo de esta tecnología en los años 70 (Peeters 
et al., 1989; Phinney y Cucci, 1989; Yentsch y Horan, 1989; Marie et al., 2005), 
aunque los citómetros de flujo estándar no están diseñados para el rango tan 
variable de tamaño que se observa en las poblaciones naturales (Petersen et al., 
2012). Las comunidades fotosintéticas tienen características particulares que 
permiten la discriminación de sus población por CF, (i) importantes diferencias 
en tamaño y morfología, (ii) la autofluorescencia de pigmentos accesorios 
(Gasol y Del Giorgio, 2000) con diferentes longitudes de onda de emisión en 
función de los pigmentos involucrados (Becker et al., 2002). 
Con el fin de obtener todas las identificaciones y recuentos de la misma muestra 
se ha desarrollado, en este trabajo, dos protocolos diferentes. Debido a la gran 
abundancia de las Pcy en esta laguna ha sido necesario el uso de un protocolo 
corto de 160 segundos (P1) que discrimina a las Pcy por tamaño, ficoeritrina, 
ficocianina y clorofila-a y que permite también la discriminación entre las cepas 
PC-Rich y PE-Rich. A pesar de que el nanofitoplancton y las bacterias 
fotosintéticas representan en abundancia, que es lo que estima el CF, menos del 
3% de los microorganismos fotosintéticos totales, es posible identificarlas. Para 
ello se usó un segundo protocolo (P2) más largo, 600 segundos, que discrimina 
en el canal de la clorofila, FL4, y con un umbral de discriminación mucho más 
alto que P1. En comparación con el cloroplasto eucariota, una célula de Pcy 
tiene mucha menos clorofila, en torno a un orden de magnitud inferior 
(Vaillancourt et al., 2004), por lo que el umbral se sitúa en el límite para no 
detectar las Pcy pero si los cloroplastos del nanofitoplancton. Las cianobacterias 
filamentosas y coloniales de mayor tamaño sí que son detectadas por el 
protocolo P2, aunque en la Laguna de La Cruz son poblaciones minoritarias. La 
fluorescencia de las bacterias fotosintéticas, principalmente por la 
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bacterioclorofila, tiene su máxima emisión en el canal FL5 del citómetro, pero 
la señal obtenida por el protocolo P2 en el canal FL4 es suficiente para 
discriminar cuantitativamente sin la necesidad de un tercer protocolo. 
Se observa un amplio rango de tamaños en las poblaciones de organismos 
fotosintéticos en ecosistemas acuáticos naturales. En el caso de la Laguna de La 
Cruz,  la CF nos permite identificar y cuantificar los grupos fotosintéticos más 
abundantes de una misma muestra, en un análisis que toma aproximadamente 
20 minutos. El elevado número de eventos que se tienen en cuenta en un 
recuento, minimiza el error experimental, generalmente asumido cuando se 
utilizan técnicas microscópicas (Kemp, 1993). 
El análisis microscópico necesita, en nuestro caso, tres muestras diferentes 
fijadas con varios fijadores, recogidas en diferentes momentos del muestreo  
con tres técnicas diferentes. Estas técnicas son, microscopía de epifluorescencia 
para picoplancton autotrófico (picoprocariotas y picoeucariotas), método de 
Utermöhl para nanofitoplancton y tinción con eritrosina fenicada para la 
cuantificación de bacterias fotosintéticas (bacterias púrpuras de azufre y 
bacterias verdes del azufre). Eso hace que la CF sea una técnica rápida y 
eficiente a tener en cuenta (Hofstraat et al., 1994; Rutten et al., 2005; 
Troussellier et al., 1993). Sin embargo, la microscopía también cuenta con 
múltiples ventajas. Permite la identificación de morfotipos y de tamaños que 
son esenciales para el cálculo de biovolumenes y biomasa, posibilita la 
detección de cambios morfológicos e identificar a nivel de especie el 
nanofitoplancton. Por otro lado, el uso de múltiples fijadores tiene una 
justificación metodológica, no todos los grupos de organismos se comportan de 
igual manera ante un mismo fijador, por lo que hay que tener en cuenta que el 
uso de un fijador único y una muestra única también puede plantear problemas 
metodológicos. 
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La utilidad de las diferentes técnicas, CF o microscopía, depende del objetivo 
final del estudio. La diversidad de microorganismos fotosintéticos es 
relativamente grande en sistemas estratificados, como la Laguna de La Cruz. 
Para el seguimiento de poblaciones específicas o experimentos concretos, CF 
ofrece, obviamente, múltiples ventajas en tiempo, dinero y posibilidad de 
realizar estudios más complejos con los mismos recursos. Sin embargo, para 
estudios taxonómicos o funcionales, los recuentos microscópicos proporcionan 
mucha información de gran valor, llegando a identificar con precisión un 
promedio de 40-50 especies, con su descripción morfológica y rango de 
tamaños, mientras que la CF puede diferenciar entre 5-10 especies con 
información de tamaño muy limitada (Schiaffino et al., 2013). En conclusión, 
los resultados muestran que la identificación y cuantificación de los principales 
organismos fotosintéticos en el perfil vertical de la Laguna de La Cruz puede 
resolverse de manera eficiente mediante citometría de flujo aunque para un 
estudio completo los recuentos microscópicos son totalmente necesarios.  
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Asimilación inorgánica de CO2 en la Laguna de La Cruz. 
Importancia de la fracción picoplanctónica en la 
producción primaria 
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7.1. Introducción 
La cuantificación de la asimilación de carbono por parte de los organismos 
acuáticos, resulta esencial para comprender los flujos de energía y ciclos 
biogeoquímicos en los sistemas acuáticos en general y, en particular, en los 
ambientes pelágicos (Wetzel, 2001; Williams et al., 2008). Además del 
fitoplancton eucariota, estos procesos de asimilación de carbono implican 
también a organismos procariotas, tanto cianobacterias como bacterias 
autótrofas, quienes realizan fotosíntesis oxigénica y anoxigénica 
respectivamente. De igual modo, algunas bacterias y arqueas son capaces de 
asimilar carbono de manera autótrofa, sin intervención directa de la luz, 
mediante lo que se conoce como quimiolitotrofía (Berg, 2011; Hügler y Sievert, 
2011; Hanson et al., 2012). 
Los fuertes gradientes, tanto físicos como químicos, que se superponen en 
ecosistemas de agua dulce estratificados como la Laguna de La Cruz, posibilitan 
la concurrencia de muchos, o incluso potencialmente todos, los metabolismos 
autótrofos conocidos (Guerrero, 1985; Van Gemerden y Mas, 1995; Camacho et 
al., 2001; Casamayor et al., 2012), lo que los hace buenos modelos para llevar a 
cabo estudios de producción primaria. Como se describe en el capítulo 4, en la 
Laguna de La Cruz, las poblaciones de organismos autótrofos muestran una 
distribución fuertemente estratificada asociada a diferentes gradientes físico-
químicos, situación en la que cabe esperar la coexistencia de la fijación de 
carbono fotosintética, tanto oxigénica como anoxigénica, y quimiolitotrófica. 
Esta última, a pesar del papel relevante que puede llegar a tener en determinadas 
ocasiones, constituye un metabolismo microbiano relativamente poco estudiado 
hasta la fecha en este tipo de ecosistemas (Camacho et al., 2001; García-
Cantizano et al., 2005; Casamayor et al., 2012). 
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Los factores clave que regulan la asimilación autótrofa de carbono en sistemas 
acuáticos, son la disponibilidad de luz y sus características espectrales, la 
disponibilidad de nutrientes y la distribución de la biomasa en el perfil vertical 
(Williams et al., 2008). No sólo la carencia de luz, sino también su exceso, 
pueden inhibir la fotosíntesis oxigénica. Este fenómeno inhibitorio se produce 
en las capas más superficiales, lo que explica que las tasas de fotosíntesis más 
elevadas se observen generalmente en capas más profundas (Wetzel, 2001). 
Son varios los métodos analíticos existentes para cuantificar la producción 
primaria en sistemas acuáticos. El método más comúnmente utilizado durante 
décadas, ha sido el basado en el uso del isótopo radiactivo 14C (Nielsen, 1952), a 
pesar de la existencia de ciertas limitaciones inherentes al mismo (Peterson, 
1980; Banse, 2002). Mediante el planteamiento metodológico apropiado, este 
método isotópico permite discriminar la asimilación fotosintética y 
quimiolitotrófica de carbono. Además, existen evidencias de que los resultados 
obtenidos por este método son más precisos cuando la columna de agua es 
relativamente estable (Marra, 2009), siendo este el caso de la Laguna de La 
Cruz. Además de los métodos isotópicos, en los últimos años se han 
desarrollado técnicas de fluorescencia pulsante para la medida del rendimiento 
fotosintético “in vivo” e “in situ”. Esta técnica nos proporciona información 
complementaria a la obtenida por 14C que nos ayuda a una mejor comprensión 
de los mecanismos de fijación en sistemas acuáticos. El uso de la fluorescencia 
activa para el estudio de la fotosíntesis, tanto en fitoplancton como en plantas, 
ha venido desarrollándose durante las tres últimas décadas (Oxborough et al., 
2012). Este método utiliza la relación entre la fluorescencia de la clorofila-a y la 
fotosíntesis, para estimar la eficiencia fotoquímica del fotosistema II. Diferentes 
equipos de fluorimetría activa pueden variar su protocolo de flashes a la hora de 
determinar parámetros fotosintéticos básicos, como la fluorescencia mínima 
(Fo), la fluorescencia máxima (Fm) o la eficiencia cuántica (yield). 
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La existencia, en la Laguna de La Cruz, de fuertes gradientes fisicoquímicos 
estacionales (i.e, temperatura, luz, oxígeno, nutrientes) proporciona micro-
nichos bien definidos y estables, donde se desarrollan poblaciones de 
microorganismos diferentes que, potencialmente, presentan metabolismos 
adaptados a cada microambiente particular (Rodrigo et al., 2000; Casamayor et 
al., 2012). Esta distribución del hábitat, ya descrita en capítulos anteriores, junto 
con antecedentes de la bibliografía referidos a la distribución de los distintos 
grupos de microorganismos en la columna de agua, permite plantear hipótesis 
acerca del papel relativo de cada uno de ellos en la producción primaria de la 
laguna. Así, algunos autores sugieren que el picoplancton procariota, 
principalmente compuesto por picocianobacterias (Pcy), podría desempeñar un 
papel clave en la fijación del carbono de este lago (Camacho et al., 2003a). En 
el capítulo 4 ya se hace notar la notable abundancia de estas poblaciones de Pcy 
en la laguna, con particular relevancia de la cepa Synechococcus sp. AM749868 
(Casamayor et al., 2012), la cual se encuentra distribuida por toda la zona fótica. 
Por el contrario, las fracciones nano y picoplanctónicas del fitoplancton 
eucariota son menos relevantes en términos de biomasa, en especial la segunda. 
Por otra parte, la presencia de poblaciones estables de bacterias fotosintéticas 
del azufre en el hipolimnion y monimolimnion de la laguna, hecho también 
constatado por otros autores (Rodrigo et al., 2000), hace suponerles un papel 
relevante en la producción primaria de la laguna, no existiendo, sin embargo, 
estudios previos que confirmen este supuesto. 
Existen diferentes estudios que demuestran la ubicuidad, tanto de la fotosíntesis 
anoxigénica como la quimiolitotrofía, en aguas interiores ricas en azufre (i.e., 
sulfhídrico), en los cuales se describe la disposición estratificada de estos 
metabolismos en torno a la interfase óxico-anóxica, así como su, en ocasiones, 
notable contribución a la asimilación de carbono global (Camacho y Vicente, 
1998; Camacho et al., 2001; Casamayor et al., 2012). Sin embargo, en lagos 
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donde el azufre no es tan abundante, como ocurre en la Laguna de La Cruz, 
estos metabolismos parecen encontrase más restringidos a zonas profundas del 
hipolimnion (Enrich-Prast et al., 2009; Callieri et al., 2014), donde 
probablemente existan otros dadores de electrones (Walter et al., 2014). 
En este capítulo se pretende adoptar la Laguna de La Cruz como modelo para 
evaluar la contribución relativa de los diferentes metabolismos autótrofos de 
asimilación de carbono inorgánico, potencialmente existentes en este tipo de 
sistemas. Se pretende, a su vez, poner una especial atención en la contribución 
relativa del componente procariota a dicha asimilación, discriminando los 
diferentes metabolismos involucrados (i.e., fotosíntesis oxigénica y 
anoxigénica, y quimiolitotrofía), con respecto a la contribución del 
nanoplancton eucariota. Los resultados obtenidos se pretenden relacionar con 
los patrones temporales y espaciales, tanto de la distribución de los 
microorganismos participantes como de las variables fisicoquímicas más 
significativas. 
 
7.2 Metodología específica 
Periodicidad y procedimientos de muestreo 
Los perfiles de asimilación de carbono inorgánico, en la Laguna de La Cruz, se 
realizaron estacionalmente. En concreto, se realizaron cuatro perfiles que se 
llevaron a cabo en marzo, junio y octubre de 2006 y enero de 2007. El objetivo 
era tener representado: (i) el período de mezcla vertical invernal (enero), sin 
termoclina y con la oxiclina ubicada a 16 metros, (ii) el inicio de la 
estratificación a principios de primavera (marzo), con una débil termoclina y la 
oxiclina situada a 14,5 metros, (iii) la estratificación media (junio), con una 
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termoclina estable y la oxiclina situada a 12 metros, y (iv) el final del período de 
estratificación previo a la mezcla (octubre), con una termoclina estable y la 
oxiclina a 10,7 metros. Los perfiles verticales de parámetros físicos y químicos 
se obtuvieron con la sonda CTD (SeaBird 19) configurada con varios sensores 
(ver capítulo 2 de metodología para más detalles). Los puntos de ensayo del 
perfil vertical se eligieron, para cada muestreo, en función de los perfiles físicos 
y químicos "in situ" adquiridos con la CTD. 
Experimentos de asimilación inorgánica de carbono “In situ” 
La medida de la tasas de asimilación de carbono inorgánico en la Laguna de La 
Cruz, se llevó a cabo “in situ” mediante un marcador radioactivo 14C para cada 
fecha de muestreo. Las profundidades de muestreo se seleccionaron de acuerdo 
con las variaciones espaciales, tanto en las propiedades físicas como químicas, 
con el fin de cubrir la heterogeneidad vertical. Los experimentos fueron 
diseñados para diferenciar la asimilación fotosintética (tanto oxigénica y 
anoxigénica) de la asimilación del carbono inorgánico oscuro. El montaje 
experimental (Camacho y Vicente, 1998) fue el siguiente: viales de 60 ml de 
policarbonato (Nunclon ™) se llenaron con el agua obtenida en cada 
profundidad. Este agua se distribuyó en botellas claras y oscuras (para la 
actividad quimiolitotrofica) y se lavó tres veces durante el llenado para evitar la 
contaminación de oxígeno. La mitad de las botellas transparentes se 
suplementaron con 1 ml de DCMU saturado (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-
dimetilurea) para inhibir la fotosíntesis oxigénica y distinguir la fotosíntesis 
anoxigénica. Una botella de control, que contiene 2% de formalina tamponada, 
también se incubó a cada profundidad. Además, en los experimentos llevados a 
cabo entre octubre de 2006 y enero de 2007, otras botellas que contenían el 
antibiótico cicloheximida se incubaron en algunas profundidades de inhibir la 
fotosíntesis oxigénica de algas eucariotas (Hamasaki et al., 1999). Esto permite 
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discernir la contribución relativa de picocianobacteria y algas eucarióticas al 
total de la fotosíntesis oxigénica. Todas las incubaciones se realizaron por 
duplicado. Una vez que se prepararon las botellas, se añadió una solución de 
NaH14CO3 con una actividad específica de 4μCi ml-1 en cada botella. Las 
botellas se mantuvieron en la oscuridad durante todo el proceso de 
manipulación y se comprobó la ausencia de burbujas. Luego, las botellas fueron 
suspendidas a la misma profundidad que se recogieron. Las muestras se 
incubaron durante 4 horas y luego se fijaron con formaldehído tamponado 
(concentración final 2%) para detener la asimilación del carbono inorgánico. Un 
volumen de 10 a 30 ml (dependiendo de las concentraciones de células) de cada 
muestra se filtró a través de filtros de policarbonato de 0,2 m (Nuclepore ™). 
Los filtros se lavaron dos veces con 1% de HCl (v / v) para eliminar 
precipitados 14C-carbonato, y finalmente se lavaron con tampón TE (Tris HCl 
pH 8.5-EDTA). Después, los filtros se mantuvieron dentro de viales de 
centelleo y se secaron durante 24 h. Una vez que los filtros estaban secos, los 
viales de centelleo se llenaron con 10 ml de cóctel de centelleo (Ultima Gold, 
Canberra) para medir la radiactividad usando un contador de centelleo líquido 
Beckman LS7800™. Los recuentos de desintegración obtenidos en los controles 
tratados con formalina, se restaron de las muestras incubadas regulares a la 
misma profundidad. Se calculó, entonces, el carbono asimilado, teniendo en 
consideración el carbono inorgánico total presente en el agua, que se estima a 
partir de las mediciones de pH y alcalinidad (Rodier, 1996). 
Cálculos integrados por área y análisis estadístico 
La asimilación de carbono diaria, integrada en función del área, fue expresada 
como mg C m2 día-1 (Wetzel, 2001). Para determinar con la mayor precisión 
posible la importancia de todas las variables expresadas en función del área 
(m2), biomasa de asimilación de carbono inorgánico. La integración se hizo con 
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una ponderación adecuada, teniendo en cuenta la hipsografía de la laguna 
determinada en el capítulo 3, multiplicando el valor de la variable a una 
profundidad dada por el volumen real de agua a esa profundidad. Los valores 
obtenidos fueron integrados numéricamente por la regla de Simpson (Auer y 
Canale, 1986), para toda la columna de agua, y el valor integrado total se 
dividió por la superficie real del lago. La integración diaria para la producción 
primaria se calculó según Wetzel (2001). La integración numérica de los valores 
estacionales de asimilación de carbono inorgánico, se realizó para estimar los 
valores totales anuales de producción (g C año-1) de la fotosíntesis oxigénica, la 
fotosíntesis anoxigénica y la asimilación oscura. Las correlaciones entre las 
distintas variables de estudio se realizaron utilizando el software SPSS (versión 
17). 
Fluorescencia pulsante 
“PhytoFlash” es un sistema de fluorescencia “in situ” variable, que puede ser 
utilizada para determinar la eficiencia cuántica del fitoplancton en ambientes 
oligotróficos y mesotróficos. Esta técnica utiliza 3 luces de baja intensidad de 
emisión de diodos (LED) para monitorizar la fluorescencia mínima (Fo) y 6 
LEDs de alta intensidad para saturar las células de las poblaciones fotosintéticas 
en la cámara de muestra y medir la fluorescencia máxima (Fm). Con estos datos 
se obtiene la eficiencia fotoquímica del PSII, (yield) o rendimiento fotosintético 
(Fm-Fo/Fm). La curva de respuesta del flash saturado se puede ver en el modo 
laboratorio. A diferencia de otros instrumentos de fluorescencia variable, el 
“PhytoFlash” no proporciona datos de la curva de inducción y no está diseñado 
como un instrumento fisiológico para uso en laboratorio. Más bien, está 
diseñado como un sistema de fluorescencia variable de uso simplificado y 
robusto para el uso sumergible y/o de laboratorio. 
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7.3. Resultados 
Perfiles físicos y químicos 
A principios de la primavera (muestreo de marzo) aún no se ha formado la 
termoclina, aunque comienza a aumentar la concentración de clorofila-a en 
torno al 0,1% del PAR y la oxiclina comienza a subir desde la picnoclina (figura 
7.1). 
 
Figura 7.1. Perfiles verticales de temperatura, conductividad, frecuencia de Brunt 
Väissälä (N2), % de luz (PAR), clorofila-a, ficoeritrina y ficocianina, en marzo de 2006, 
en la Laguna de La Cruz. 
 
No se observan incrementos significativos en la concentración de ficoeritrina y 
ficocianina. 
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Figura 7.2. Perfiles verticales de temperatura, conductividad, frecuencia de Brunt 
Väissälä (N2), % de luz (PAR), clorofila-a, ficoeritrina y ficocianina, en junio de 2006, 
en la Laguna de La Cruz. 
 
En el muestreo de verano, junio de 2006, la estratificación térmica está 
perfectamente establecida, con una fuerte termoclina entre 5 y 12 metros (figura 
7.2). El máximo de oxigeno se sitúa a 6 metros de profundidad y la extinción de 
oxígeno a 12 metros. Se observan dos máximos de estabilidad de Brunt Väissälä 
a 5 y 18 metros de profundidad. El máximo profundo de clorofila-a se localiza 
en torno a los 12 metros de profundidad acompañado de máximos de 
focoeritrina y ficocianina. 
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Figura 7.3. Perfiles verticales de temperatura, conductividad, frecuencia de Brunt 
Väissälä (N2), % de luz (PAR), clorofila-a, ficoeritrina y ficocianina, en octubre de 
2006, en la Laguna de La Cruz. 
 
Al final del periodo de estratificación, en octubre de 2006, se observa el 
marcado descenso de la termoclina (figura 7.3), lo que aumenta de manera muy 
importante el volumen del epilimnion. La concentración de oxígeno disuelto y 
las frecuencias de Brunt Väissälä disminuyen respecto a periodo estival. El 
máximo de clorofila-a se hace mucho más acentuado llegando a un valor 
máximo de concentración de 80 g l-1. Las concentración de ficoeritrina y 
ficocianina también se acentúan en torno al DCM. 
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Figura 7.4. Perfiles verticales de temperatura, conductividad, frecuencia de Brunt 
Väissälä (N2), % de luz (PAR), clorofila-a, ficoeritrina y ficocianina, en enero de 2007, 
en la Laguna de La Cruz. 
En enero de 2007, tras la mezcla vertical se observa la homogeneización de los 
diferentes parámetros físicos y químico (figura 7.4). Desaparece el DCM y los 
máximos de los pigmentos asociados. También se observa un importante 
descenso en todo el mixolimnion de la concentración de oxígeno disuelto. 
Asimilación de carbono inorgánico. 
La producción anual integrada en la columna de agua de la Laguna de La Cruz 
durante el ciclo limnológico 2006-2007, estimada a partir de los muestreos 
estacionales llevados a cabo, fue de 183,6 g C m-2 año-1. La mayor parte de esta 
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producción fue debida a procesos dependientes de la luz (92,4%), 
particularmente a la fotosíntesis oxigénica (89,7%), mientras que la fotosíntesis 
anoxigénica constituyó únicamente un 2,7% del total. El 7,6% restante tuvo su 
origen en procesos quimiolitotrofos. Si comparamos entre diferentes momentos 
del ciclo limnológico, obsérvanos que, durante el período de mezcla las tasas 
diarias fueron de 326,2 mg C m2 día-1 y 245,3 mg C m2 día-1, en enero y marzo 
respectivamente, incrementando, durante el período de estratificación térmica, 
hasta valores de 516,5 mg C m2 día-1 en junio y máximos de 745,2 mg C m2 día-
1 en octubre. 
 
 
Figura 7.5. Perfiles de áreas acumuladas de las tasas de asimilación de carbono 14C (mg 
C m-3 h-1) de la fotosíntesis oxigénica, anoxigénica y fijación oscura, en la columna de 
agua de la Laguna de La Cruz. 
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En términos volumétricos, la fotosíntesis oxigénica durante la mezcla, limitada 
al mixolimnion, mostró máximos sub-superficiales entre los 2 y 4 metros de 5,6 
mg C m-3 h-1 en marzo y 8,4 mg C m-3 h-1 en enero (tabla 7.2). Durante el 
período de estratificación, algo más de la mitad de esta fotosíntesis tuvo lugar 
en el epilimnion, con valores promedio ligeramente inferiores (4,8 mg C m-3 h-
1). No obstante, casi un 40% de la actividad fotosintética durante este período se 
produjo en el metalimnion, alcanzando valores de 12,9 mg C m-3 h-1.  
Estas tasas estuvieron asociadas a la presencia de una población de 
picocianobacterias ricas en ficoeritrina, ubicadas aproximadamente a 12 m de 
profundidad, en la interfase óxico-anóxica, y expuestas a unos niveles de 
radiación PAR de entre el 0,1 y 1% de la luz incidente en superficie. A pesar de 
la reducción observada en la fotosíntesis oxigénica durante la estratificación 
otoñal, en el global de la laguna, este máximo profundo de picocianobacterias, 
ubicado entonces entre 10 y 11 m de profundidad, aumentó sus tasas 
fotosintéticas hasta valores de 42,2 mg C m-3 h-1 (tabla 7.2), lo que representa 
los valores más elevados medidos durante todo el período de estudio.  
La inhibición específica de la actividad eucariota con cicloheximida mostró que 
el 80,5% de esta actividad fotosintética, durante el muestreo de estratificación 
otoñal (octubre), era atribuible a estas picocianobacterias, una situación similar 
a la observada durante el muestreo de mezcla (enero). Sin embargo, la 
contribución  fue más equilibrada en la parte inferior del metalimnion, con una 
contribución de hasta el 52% por parte de los eucariotas (tabla 7.1), debido a la 
presencia de un máximo profundo de nanoflagelados (Cryptomonas sp.). 
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Tabla 7.1. Porcentaje de contribución del nanofitoplancton eucariota y de las 
Pcy respecto a la fotosíntesis oxigénica en las diferentes capas de la laguna. 
 
 
La fotosíntesis anoxigénica, a pesar de su menor relevancia en la producción 
global del lago, mostró, no obstante, un claro progreso con el desarrollo de la 
estratificación (figura 7.5). Así, las tasas más bajas registradas en enero (1,0 mg 
C m-2 día-1) contrastaron marcadamente con los valores máximos observados en 
octubre (43,3 mg C m-2 día-1), mientras que las mediciones de marzo y junio 
representaron valores intermedios de 7,9 y 14,0 mg C m-2 día-1, 
respectivamente. Durante el período de mezcla, en torno al 80% de esta 
fotosíntesis anoxigénica tuvo lugar en el monimolimnion, mientras que una 
menor proporción se produjo a lo largo de la interfase óxico-anóxica (tabla 7.1). 
Esta fracción situada entre los límites del metalimnion e hipolimnion, justo por 
debajo de las tasas máximas de fotosíntesis oxigénica, aumentó durante el 
período de estratificación, alcanzando en octubre valores de 8,2 mg C m-3 h-1 
(tabla 7.2). 
  
% de contribución respecto a la fotosíntesis oxigénica
Fecha Algas eucariotas Pcy
Octubre 2006 Epilimnion 19 81
Metalimnion superior 20 80
Metalimnion inferior 52 48
Hipolimnion --- ---
Enero 2007 Monimolimnion --- ---
Mixolimnion superior 20 80
Mixolimnion inferior 2 98
Monimolimnion --- ---
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Tabla 7.2. Asimilación inorgánica de carbono integrada para toda la laguna (mg C m2 
día-1 y % del total) de la fotosíntesis oxigénica, anoxigénica y asimilación oscura 
(quimiolitotrofía), junto con su contribución en las diferentes capas de la laguna 
(mixolimnion, epilimnion, metalimnion, hipolimnion y monimolimnion). 
 
Las tasas de asimilación de carbono por quimiolitotrofía en la columna de agua 
fueron bajas durante el período de mezcla y particularmente al inicio de la 
estratificación (tabla 7.2); con valores integrados de toda la columna de agua 
Toda la laguna
Asimilacion de Carbono Capa Volumen
Fecha mg C m -2  d -1 (%) (%) mg C m -2  d -1 (%)
Marzo 2006 Oxigénica 214.9 87.6 Mixolimnion 96.7 214.9 100
Monimolimnion 3.3 0 0
Anoxigénica 7.9 3.2 Mixolimnion 1.7 21.6
Monimolimnion 6.2 78.4
Oscura 22.6 9.2 Mixolimnion 2.0 8.9
Monimolimnion 20.6 91.1
Total 245.3
Junio 2006 Oxigénica 481.7 93.2 Epilimnion 40.2 271.4 56.4
Metalimnion 49.3 190.1 39.5
Hipolimnion 7.2 20.2 4.2
Monimolimnion 3.3 0 0
Anoxigénica 14.0 2.7 Epilimnion 0 0.1
Metalimnion 2.8 20.3
Hipolimnion 10.0 71.5
Monimolimnion 1.1 8.1
Oscura 20.8 4.0 Epilimnion 0 0
Metalimnion 5.1 24.3
Hipolimnion 13.5 64.7
Monimolimnion 2.3 11.0
Total 516.5
Octubre 2006 Oxigénica 553.2 74.2 Epilimnion 69.5 265.7 48.0
Metalimnion 14.4 282.3 51.0
Hipolimnion 13.2 5.3 1.0
Monimolimnion 3.3 0 0
Anoxigénica 43.4 5.8 Epilimnion 0.3 0.8
Metalimnion 5.8 13.5
Hipolimnion 36.7 84.6
Monimolimnion 0.5 1.2
Oscura 148.6 19.9 Epilimnion 1.1 0.8
Metalimnion 9.0 6.0
Hipolimnion 108.4 73.0
Monimolimnion 30.1 20.2
Total 745.2
Enero 2007 Oxigénica 286.0 87.7 Mixolimnion 96.7 286.0 100
Monimolimnion 3.3 0 0
Anoxigénica 1.0 0.3 Mixolimnion 0.2 19.1
Monimolimnion 0.8 80.9
Oscura 39.3 12.0 Mixolimnion 3.7 9.5
Monimolimnion 35.5 90.5
Total 326.2
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oscilando entre 20,8 y 39,3 mg C m-2 día-1, pero localizándose, principalmente 
(~90%), en el monimolimnion anóxico. Estas tasas aumentaron durante el 
período de estratificación otoñal, alcanzando valores de 148,6 mg C m-2 día-1, e 
incrementando (~30%), a su vez, su presencia en el metalimnion microaerófílo. 
 
Figura 7.6 A) biomasa total (g m-2 C) y % la contribución a la biomasa (con 
ponderación por volumen) para la columna de agua integrada, nanofitoplancton, 
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picoplancton procariota autótrofo (Pcy) picoplancton eucariótico autótrofo (Ape), 
bacteria púrpura del azufre (PSB), bacterias verdes de azufre (GSB) y bacterias no 
fotosintéticas (NPB) en el lago de la Cruz. B) asimilación de carbono inorgánico total 
(en la totalidad del lago, ponderado por el volumen asimilación real, mg C m-2 d-1) a 
través de la columna de agua, integrando la fotosíntesis oxigénica, la fotosíntesis 
anoxigénica y la asimilación de carbono inorgánico oscuro (quimiolitotrofía) en la 
Laguna de La Cruz. 
Tasas de producción específica y ratios P/B 
Las tasas fotosintéticas normalizadas por unidad de pigmento y la relación 
producción/biomasa (P/B), variaron estacionalmente a lo largo de la columna de 
agua (figura 7.7). Las tasas más elevadas de fotosíntesis oxigénica se midieron 
en superficie durante la estratificación térmica, con valores de 4,6 y 8,0 mg C 
(mg clorofila-a) -1 h-1 en junio y octubre respectivamente. Se detectó también, en 
junio, un máximo relativo metalimnético, a 12 m de profundidad, de 
aproximadamente 1 mg C (mg clorofila-a) -1 h-1, asociado a la población de 
picocianobacterias. La relación P/B, en el caso de la fotosíntesis oxigénica, fue 
máxima en enero (0,4 d-1) a 2 m de profundidad, mostrando un ligero descenso 
tanto en magnitud (~0,3 d-1), como en profundidad al inicio de la estratificación. 
Esta situación contrastó con lo observado en el período avanzado de 
estratificación (octubre), cuando los valores epilimnéticos del ratio estuvieron 
en torno a 1 d-1, mientras que los valores máximos durante este período (~2 d-1) 
se localizaron entre los 10 y 12 m de profundidad, coincidiendo también con la 
presencia de la población de picocianobacterias antes mencionada. 
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Figura 7.7. Producción específica de Clorofila-a y de Bacterioclorofila (números de 
asimilación) en relación con el “ratio P/B“ oxigénico y anoxigénico en el perfil vertical 
de la Laguna de La Cruz. 
Por lo que respecta a la fotosíntesis anoxigénica, las tasas durante el período de 
mezcla no superaron los valores de 1,2 mg C (mg Bacterioclorofila)-1 h-1, con 
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tasas máximas produciéndose en torno a la picnoclina. Por otra parte, al inicio 
de la estratificación fue posible distinguir la aparición de un pico localizado en 
la interfase óxico-anóxica, con una tasa de 3,5 mg C (mg bacterioclorofila)-1 h-1, 
y otro levemente más profundo, de 2 mg C (mg bacterioclorofila)-1 h-1. Los 
ratios P/B durante el período de mezcla variaron, en este caso, entre 0,3 y 0,4 d-
1, con valores máximos en la picnoclina, en correspondencia con las tasas 
anteriormente mencionadas. Por otra parte, siguiendo también el mismo patrón, 
durante el progreso de la estratificación térmica, estos ratios se hicieron 
máximos, 0,6-1,0 d-1 y 0,9-1,1 d-1 en junio y octubre, respectivamente, 
manteniendo su localización en el límite de la zona fótica de la columna de 
agua.  
Correlaciones entre las tasas de fijación y parámetros poblacionales 
de la comunidad microbiana 
Los coeficientes de correlación de Pearson, así como su significancia 
estadística, obtenidos entre las tasas de asimilación de carbono y distintos 
parámetros poblacionales de la comunidad microbiana se muestran en la tabla 
7.3. Las únicas variables que mostraron una correlación significativa con las 
tasas de fotosíntesis oxigénica, al agrupar todos los muestreos en el análisis, 
fueron la clorofila-a,  así como las poblaciones de nano y picofitoplancton. Sin 
embargo, en marzo y junio, las tasas de fotosíntesis oxigénica se 
correlacionaron positivamente sólo con la biomasa del picoplancton autótrofo, 
pero no, en cambio, con la concentración de la clorofila-a o con el resto de 
poblaciones fotosintéticas. Por el contario, durante el muestreo de octubre, sí 
fue posible observar una correlación significativa, no sólo con la biomasa de 
picoplancton autótrofo, sino también con las concentraciones de clorofila-a y 
ficoeritrina. Por su parte, ni las tasas de fotosíntesis anoxigénica o 
quimiolitotróficas se correlacionaron significativamente con la biomasa de 
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ninguno de los grupos de bacterias del azufre, ni con el bacterioplancton no 
fotosintético. Sí fue posible, no obstante, observar una correlación positiva leve, 
aunque no significativa, entre las bacterias verdes del azufre y la asimilación 
oscura de carbono durante este período. Por el contario, en enero, tanto las 
bacterias púrpura como las verdes del azufre se correlacionaron de forma 
significativa con tasas de asimilación oscura de carbono pero no, en cambio, 
con las de fotosíntesis anoxigénica. 
Tabla 7.3. Correlaciones estadísticas (valores de significancia y Pearson) que se 
encuentran entre la diferente asimilación de carbono inorgánico (fotosíntesis oxigénica, 
anoxigénica y asimilación oscura) frente a la concentración de la clorofila-a, 
nanofitoplancton eucariota, picocianobacterias (Pcy) del picoplancton eucariótico 
(Ape), bacterias púrpuras de azufre (PSB) y bacterias verdes del azufre (GSB) en la 
Laguna de La Cruz, tanto estacionalmente como para todas las muestras. 
 
Fecha Asimilacion de carbono Clorofila- a Nanofito Pcy PE PSB GSB
Marzo 2006 Oxigénica Pearson 0.004 0.602 0,882** 0.374
p-valor 0.992 0.114 0.004 0.362
Anoxigénica Pearson 0.488
p-valor 0.326
Oscura Pearson 0.447 0.777
p-valor 0.374 0.069
Junio 2006 Oxigénica Pearson 0.730 -0.695 0,835* 0.515
p-valor 0.100 0.126 0.039 0.296
Anoxigénica Pearson 0.602 0.340
p-valor 0.206 0.510
Oscura Pearson 0.609
p-valor 0.199
Octubre 2006 Oxigénica Pearson 0,980** 0.537 0,940** 0,897**
p-valor 0.000 0.170 0.001 0.003
Anoxigénica Pearson 0.462 -0.503
p-valor 0.296 0.25
Oscura Pearson -0.12 -0.15
p-valor 0.797 0.749
Enero 2007 Oxigénica Pearson -0.781 -0.351 -0.839 0.426
p-valor 0.219 0.649 0.161 0.574
Anoxigénica Pearson -0.018 0.005
p-valor 0.974 0.993
Oscura Pearson     0,915* 0,912*
p-valor 0.011 0.011
Total Oxigénica Pearson 0.851** 0.544** 0.694** 0.046
p-valor 0.000 0.001 0.000 0.184
Anoxigénica Pearson 0.055 -0.033
p-valor 0.105 0.909
Oscura Pearson -0.023 -0.008
p-valor 0.584 0.401
**. Correlacion es significativa al 0.01  (2-colas).
  *. Correlacion es significativa al 0.05  (2-colas).
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Fluorescencia activa 
Los datos obtenidos por fluorescencia activa del rendimiento fotosintético en la 
columna de agua, muestran valores bajos en el epilimnion, que aumentan a 
niveles de alta eficiencia (entre 0-4 y 0,6) en el metalimnion. En el hipolimnion 
los valores descienden por debajo de 0,2 (figura 7.8). 
 
Figura 7.8. Perfiles verticales de diferentes parámetros físicos y químicos, en octubre 
de 2006, en la Laguna de La Cruz 
Respecto a los datos de asimilación inorgánica de carbono 14C, los datos de 
rendimiento fotosintético muestran que, donde se observa el máximo de 
asimilación DCM, también se localiza el máximo rendimiento fotosintético. Sin 
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embargo, este rendimiento se mantiene alto en todo el metalimnion, indicando 
la capacidad de las poblaciones metalimnéticas para tener un alto rendimiento 
fotosintético. 
7.4. Discusión 
Desde los primeros estudios relacionados con los ecosistemas acuáticos, la 
producción primaria es uno de los temas más discutidos en limnología y 
oceanografía (Hutchinson, 1967, Wetzel, 2001). Históricamente, el concepto de 
la producción primaria se ha relacionado particularmente con la fotosíntesis y, 
con exclusividad, a la fotosíntesis oxigénica. No obstante, la asimilación 
autótrofa de carbono no se limita a fotoautótrofos oxigénicos, sino que incluye 
también a los fotoautótrofos anoxigénicos y quimiolitotrofos. La relevancia de 
estos metabolismos alternativos en el ciclo biogeoquímico del carbono de los 
lagos, así como la importancia relativa de los procariotas en dichos procesos, 
merece ser evaluada con mayor precisión.  
La Laguna de La Cruz representa un modelo adecuado en este sentido, en 
nuestro estudio observamos una notable dinámica en estos diferentes 
metabolismos autótrofos, tanto temporal como espacial. Estas variaciones 
responden, principalmente, a la distribución de las biomasas de las distintas 
poblaciones de  microorganismos, la intensidad y características espectrales de 
la luz que reciben, y a la disponibilidad de donadores de electrones. En este 
sentido, existen estudios que muestran la relación positiva existente entre la 
presencia de microhábitats en la columna de agua y las tasas de fijación de 
carbono (Dokulil y Kaiblinger, 2009), lo que podría explicar, por ejemplo, las 
menores tasas observadas en el medio marítimo. La presencia de diversidad de 
microhábitats en la columna de agua parece ser una característica intrínseca 
también de la Laguna de La Cruz.  
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Nuestra estimación de la producción anual del lago, en buena parte originada de 
la fotosíntesis oxigénica, y que durante el ciclo estudiado se sitúa en torno a 184 
g C m-2 año-1, está obtenida a partir de las mediciones realizadas únicamente en 
la columna de agua, aunque constituyen, no obstante, una buena aproximación 
producción total debido al hecho de que la morfología del lago impide que la 
contribución del bentos sea importante. Estas estimaciones se encuentran dentro 
del rango observado en lagos mesotróficos (de 100-300 g C m-2 año-1) de 
acuerdo con la clasificación de la Wetzel (2001), y están dentro de los rangos 
esperados para lagos de zonas templadas (Field et al., 1998; Dokulil y 
Kaiblinger, 2009). Incluso considerando la variabilidad estacional observada en 
nuestro estudio, con tasas de asimilación de carbono que oscilan entre 214 y 745 
mg m-2 d-1, siendo más elevadas durante el período de estratificación, estos 
valores seguirían estando dentro del rango establecido para sistemas 
mesotróficos, definido entre 250 y 1.000 mg m-2 d-1 (Dokulil y Kaiblinger, 
2009), y a su vez estarían notablemente alejados de los valores considerados 
para sistemas hipertróficos (10.000 mg m-2 d-1; Falkowsky y Raven, 2007). No 
obstante, es cierto que el lago se encuentra algo más próximo al límite de la 
oligotrofia (100 mg m-2 d-1) en el período de mezcla, aunque existen distintas 
circunstancias que alejan a la laguna de este estado trófico. 
Tanto el fitoplancton eucariota como las picocianobacterias participan de la 
actividad fotosintética observada. Sin embargo, nuestros resultados muestran 
cómo la contribución de las últimas puede llegar a ser muy importante cuando 
se dan determinadas condiciones en la zona fótica, hecho observado también en 
otros lagos estratificados de características similares a La Cruz (Padisák et al., 
1997; Dokulil y Teubner, 2000). Esta dominancia del picoplancton procariota 
en la producción de la laguna, y que nosotros observamos durante determinados 
períodos, respondería en parte, a la mayor eficiencia que presentan en la 
absorción de nutrientes, debido a su mayor relación superficie/volumen celular 
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(Stockner, 1988; Camacho et al., 2003b; Callieri, 2008) pero que sólo resulta 
una ventaja competitiva cuando las concentraciones de nutrientes resultan 
limitantes para el desarrollo del plancton, circunstancia que en La Cruz se da de 
forma más severa conforme avanza el período de estratificación. 
La asimilación diaria de carbono inorgánico por fotosíntesis oxigénica, se sitúa 
en un rango estrecho (215-286 mg C m-2 d-1) en aguas no estratificadas como el 
mixolimnion en periodo de mezcla y el epilimnion durante la estratificación. En 
contraste, en el metalimnion se observa un aumento de la asimilación de 
carbono inorgánico en paralelo con el establecimiento y desarrollo del máximo 
profundo de clorofila-a (DCM), coincidiendo con el desarrollo y los máximos 
de abundancia de las Pcy. En la estratificación temprana, verano, el 
metalimnion representa el 50% del volumen del lago con una asimilación de 
carbono inorgánico por fotosíntesis oxigénica de 190 mg C m-2 d-1, mientras que 
a finales de la estratificación, otoño, el metalimnion representa el 14% del 
volumen total con una tasa de asimilación de 282 mg C m-2 d-1. 
En términos de abundancia y a lo largo de todo el ciclo limnológico, Pcy es el 
grupo dominante del fitoplancton en la Laguna de La Cruz, (ver capítulo 4). Sin 
embargo, en términos de biomasa el nanofitoplancton eucariota puede alcanzar 
valores similares a los de Pcy, mientras que el picoplancton eucariótico 
autótrofos (Ape) siempre se mantiene en densidades muy bajas. Los valores de 
asimilación encontrados a en las profundidades del máximo de profundo de 
clorofila-a son altas. Las poblaciones presentes en el DCM tienen una alta 
eficiencia en la captación de luz, y se localizan a profundidades donde llega 
entre el 1 y el 0,1 % de luz (PAR). Esto indica que la zona fótica de los lagos 
estratificados debería ampliarse respecto a la definición más aceptada que la 
sitúa por encima del 1% de la superficie PAR (Kirk, 2011). El volumen de agua 
comprendido entre el 1% y 0,1% de PAR muestra una contribución total a la 
fotosíntesis oxigénica que aumenta a medida que se desarrolla la estratificación, 
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un 0,1% en enero, un 4,6% en marzo, un 11,2% en junio y un 20,4% en octubre. 
En sistemas estratificados, las poblaciones adaptadas a bajas intensidades de 
luz, no solo tienen una importante contribución a la biomasa total de 
organismos fotosintéticos, sino que además tienen una importante contribución 
a la producción primaria del ecosistema. La calidad de la luz en estas 
profundidades es, además, un factor de selección en el proceso de exclusión 
competitiva de microorganismos fotosintéticos (Stomp et al., 2007); el rango 
espectral de la luz puede determinar la composición de las especies en la 
columna de agua y especialmente en el DCM (Vila et al., 1998). 
La producción primaria específica presenta diferencias importantes en función 
de los diferentes grupos taxonómicos implicados, y en relación periodo 
estudiado, mostrando las cianobacterias valores más altos respecto a otros 
grupos (Yacobi y Zohary, 2010). Las ficobilinas juegan un papel muy 
importante en la recolección de la luz de baja intensidad, siendo además una 
buena forma de reserva de nitrógeno, por eso Pcy tiene, en general, un 
contenido específico de clorofila menor en comparación con otros grupos de 
nanofitoplancton. El incremento de la producción primaria específica, para 
poblaciones similares, implica un aumento en la eficiencia de esas poblaciones. 
El aumento de la producción primaria específica y los cocientes P/B en el DCM 
de la Laguna de La Cruz a medida que avanza la estratificación indica un 
aumento en la eficiencia de este grupo, Callieri et al., (2004) indica que bajo 
condiciones de depredación intensa se estimula la tasa de división y la actividad 
fotosintética. 
Los datos obtenidos con el fluorímento activo PhytoFlash, indican un alto 
rendimiento fotosintético en el máximo profundo de clorofila-a que se extiende 
a todo el metalimnion. Este tipo de metodología, pues sólo es capaz de medir la 
fotosíntesis oxigénica, y no la anoxigénica, ni oscura. Este modelo de 
fluorímetro, al ser del tipo MT, presenta problemas para calcular con precisión 
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el valor de parámetros como el “functional absorption cross-section”, necesario 
para la correcta estimación de la producción primaria. En cianobacterias es 
menor la cantidad de centros de reacción funcionales, ya que poseen una 
alternativa para la reducción de la plastoquinona, los ficobilisomas, variando 
además la importancia de ésta entre especies. Esto hace que en comunidades 
que tienen poblaciones con abundancias significativas, tanto de cianobacterias 
como de algas, el valor del rendimiento fotosintético sea confuso y difícil de 
interpretar. Por lo tanto, en sistemas con cianobacterias, los datos obtenidos con 
el modelo de led azul no tienen interpretaciones directas, es preciso 
complementar estos estudios, con datos más específicos y ensayos de 
laboratorio, para obtener resultados concluyentes. 
Respecto a los valores anuales de asimilación de carbono por fotosíntesis 
anoxigénica, se observa una contribución relativamente baja, de un 2,8% (5 g C 
m-2 año-1). La fotosíntesis anoxigénica se debe exclusivamente a la actividad de 
las bacterias fotosintéticas. En los lagos estudiados con bacterias fotosintéticas 
del azufre la fotosíntesis anoxigénica contribuye de promedio con el 29% de la 
producción primaria total, llegando a valores máximos de 83%, como, por 
ejemplo, en el lago Mahoney (Overmann, 2008). Sin embargo, en lagos 
pequeños, con la corrección hipsográfica, esta contribución disminuye 
significativamente a valores entre 4-18 % (Steenbergen, 1982). En la Laguna de 
La Cruz coexisten principalmente Lamprocystis purpurea, que es una bacteria 
púrpura del azufre y Chlorobium clathratofirme, que es un bacteria verde del 
azufre, con poblaciones estables desde los primeros datos publicados de la 
laguna (Vicente y Miracle, 1988; Rodrigo et al., 2000). Los bajos valores de 
fijación por fotosíntesis anoxigénica, encontrados en esta laguna, están 
asociados a la limitación por luz, al desarrollarse justo bajo el DCM, y 
principalmente, a que la Laguna de la Cruz es un lago con poca concentración 
de sulfhídrico en sus aguas, que es esencial para este tipo de fotosíntesis. 
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Los valores anuales de asimilación de carbono inorgánico por quimiolitotrofia 
suponen un 7,5% (14 g C m-2 año-1). La quimiolitotrofía es un metabolismo 
exclusivo de procariotas (Kelly y Wood, 2006). En general, en los sistemas 
acuáticos se produce principalmente en la interfase óxico-anóxica o en las aguas 
totalmente anóxicas (hipolimnion y monimolimnion) donde se pueden utilizar 
donantes de electrones diferentes del de H2O (Camacho et al., 2001; García-
Cantizano et al., 2005; Casamayor et al., 2008; Enrich-Prast et al., 2009). La 
estratificación térmica y la presencia de sulfhídrico estimulan la asimilación de 
carbono por quimiolitotrofia (Enrich-Prast et al., 2009). Sin embargo, no se 
conoce muy bien que ocurre con este tipo de procesos quimiolitotroficos cuando 
la presencia de sulfhídrico está limitada. En la Laguna de La Cruz, las tasas de 
asimilación por quimiolitotrofía en la interfase óxico-anóxica son ligeramente 
superiores a las observadas de promedio en el mixolimnion. Sin embargo, estas 
actividades en la interfase óxico-anóxica representan menos del 10% de la 
actividad total en la laguna. La mayor parte de la actividad quimiolitotrofa se 
produce, principalmente, en el hipolimnion afótico y en el monimolimnion, 
siendo estas tasas relativamente bajas en comparación con las de otros lagos 
estratificados kársticos ricos en sulfhídrico situados en el noreste de España 
(Casamayor et al. 2012). Por otro lado, Casamayor et al., (2008) demostraron 
que las bacterias púrpuras del azufre son capaces de incorporar activamente 
carbono inorgánico durante incubaciones en oscuridad, principalmente, después 
de estar expuestas a la luz. Del mismo modo, nuestros resultados (tabla 7.3) 
indican una posible relación entre las bacterias púrpuras y verdes del azufre con 
la fijación de carbono inorgánico por quimiolitotrofia, mostrando una 
correlación significativa (p-valor = 0,011) entre la asimilación oscura 
inorgánico de carbono y la abundancia de PSB y GSB en el perfil vertical del 
periodo de mezcla (enero de 2007). Por otro lado, la quimiolitotrofía 
dependiente del amonio y/o el hierro podría ser importante en este tipo de lagos 
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(Walter et al., 2014), favorecido por la meromixis, actuando el monimolimnion 
como refugio para este tipo de bacterias anaerobias en los periodos de mezcla. 
Las bacterias heterótrofas pueden realizar una incorporación 
quimiolitoautotrófica de carbono inorgánico a través de reacciones de 
carboxilación, lo que podría sobreestimar las tasas reales de asimilación. Estas 
reacciones de carboxilación deberían ser más importante en el monimolimnion, 
donde se producen mayores densidades bacterianas y concentraciones de 
materia orgánica. Sin embargo, esto se ha demostrado que tienen una menor 
importancia en los ecosistemas acuáticos con entradas de materia orgánica 
relativamente bajas (Zopfi et al., 2001; Labrenz et al., 2005), lo que podría ser 
el caso la Laguna de La Cruz. En última instancia, nuestros resultados ponen de 
relieve la importancia que la quimiolitotrofía tiene en aguas profundas y 
anóxicas (hipolimnion y molimonimnion) en sistemas acuáticos pobres en 
sulfhídrico. 
En resumen, en la Laguna de La Cruz, la asimilación de carbono inorgánico está 
asociada a diferentes metabolismos y microorganismos. De este estudio subyace 
el papel tan relevante que los procariotas tienen en el ciclo del carbono de esta 
laguna, siendo esta fracción la que más contribuye como base a la red trófica 
planctónica. Esto implica, por ejemplo, que para el fitoplancton la sucesión de 
especies y los patrones de producción primaria no se parecen a los ciclos 
anuales observados normalmente en lagos templados (Reynolds, 1984). En  la 
Laguna de La Cruz, las poblaciones microbianas se distribuyen en la columna 
de agua a lo largo de diferentes gradientes físicos y químicos que también 
regulan los cambios temporales observados en la comunidad. Las 
Picocianobacterias son las principales responsables de la fotosíntesis en las 
capas fóticas del lago, mientras que tanto bacterias fotosintéticas anaerobias y 
como quimiolitoautótrofos representan hasta el 10% del carbono inorgánico 
total asimilado anualmente en la laguna. 
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8.1. Introducción 
Existen múltiples factores que influyen en el desarrollo, abundancia y dinámica 
de las diferentes poblaciones de microorganismos que viven en ecosistemas 
acuáticos. En este capítulo se pretende determinar la relevancia de los nutrientes 
inorgánicos (fósforo y nitrógeno), la depredación y la luz, en el control de las 
poblaciones de las picocianobacterias presentes en el perfil vertical de la 
Laguna de La Cruz. El flujo relativo de nitrógeno y fósforo, en sistemas 
acuáticos, depende de las entradas de nutrientes, la geología de la cuenca, las 
aportaciones atmosféricas y la fijación “in situ” de nitrógeno. El fósforo es, 
generalmente, el principal nutriente limitante, en el desarrollo de 
microrganismos acuáticos, en los lagos del hemisferio norte templado 
(Schindler, 1977; Hecky y Kilham, 1988); mientras que la limitación por 
nitrógeno es más común en los lagos tropicales y subtropicales (Wurtsbaugh et 
al., 1985; Pollingher et al., 1988), que son, generalmente, menos afectados por 
factores como la deposición atmosférica de nitrógeno (Galloway, 1998). 
Además, la co-limitacion de diferentes factores, principalmente nutrientes, 
también ha sido ampliamente revisada y tiene que tenerse en cuenta (Harpole et 
al., 2011; Marleau et al., 2015; Raven 2015). 
Las picocianobacterias (Pcy) son depredadas por diferentes niveles tróficos: 
nanoflagelados, ciliados, rotíferos y crustáceos (Jürgens et al., 1999; Pernthaler, 
2005). Sin embargo, existen estudios contradictorios de hasta qué punto esta 
depredación es capaz de controlar la abundancia y dinámica de las poblaciones 
de Pcy (Callieri et al., 2012). Sherr et al., (1991) estimaron que, en el Lago 
Kinneret, las poblaciones de ciliados no podrían vivir únicamente de la 
depredación sobre Pcy. Sin embargo, Šimek et al., (1995) muestran que, 
algunas de las especies comunes de ciliados de agua dulce, pueden sobrevivir 
únicamente en una dieta de Pcy. De hecho se estima que, en un balance anual, 
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entre el 83% y el 97% del carbono producido por Pcy es absorbido por 
protozoos y se canaliza al metazooplancton (Callieri et al., 1999). 
Los nanoflagelados heterotróficos y mixotróficos y los pequeños ciliados son 
importantes consumidores de de Pcy (Stockner y Antia, 1986; Bird y Kalff, 
1987; Weisse, 1990; Šimek et al., 1995; Sanders et al., 2000). Entre los ciliados, 
diferentes oligotrichia y algunos scuticociliates, que a veces están en el límite 
entre el nano y microplancton (<30 mm), puede ser importantes consumidores 
de Pcy (Šimek et al., 1995; Callieri et al., 1999). A pesar de la importancia de la 
depredación por ciliados, en algunos sistemas, se establece que nanoflagelados, 
tanto heterótrofos y mixotróficos, son responsables de 90% de la depredación 
sobre Pcy y bacterias heterótrofas; mientras que los ciliados representan sólo el 
10% de esta depredación (Pernthaler, 1996). 
Con el fin de entender mejor los factores que controlan la producción en estos 
ecosistemas acuáticos es necesario el estudio experimental, y poder así 
determinar la interacción de factores bióticos y abióticos en la abundancia, 
diversidad y dinámica de las poblaciones de microorganismos acuáticos. Los 
ecólogos se sienten, a menudo, atraídos por la experimentación con 
microcosmos o mesocosmos por razones totalmente prácticas. Con numerosas 
ventajas que pueden resumirse en el pequeño tamaño, y el control de los 
factores que se pretende estudiar (Mehner et al., 2002). Por definición son 
pequeños hábitats que permiten una alta replicación de los experimentos, 
obteniendo así, suficientes estudios observacionales para eliminar efectos de 
covarianza estadística. 
Se puede argumentar que las mismas características que hacen mesocosmos y 
microcosmos manejables y reproducibles, como su pequeño tamaño y los 
límites experimentales discretos, también los hacen artificiales, y por lo tanto, 
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esto podría limitar la capacidad de generalizar a otros sistemas, en particular los 
sistemas más grandes, o en nuestro caso toda la laguna (Nogueira et al., 2014). 
Por ejemplo, se podría argumentar que el pequeño tamaño de los microcosmos 
y mesocosmos podría hacerlos particularmente propensos o sensibles a las 
perturbaciones. Los organismos a menudo no pueden huir de estas 
perturbaciones a causa de los límites discretos. En este sentido, la mayoría las 
poblaciones estudiadas en microcosmos y mesocosmos suelen tener tiempos de 
generación cortos. Una vez que la dispersión y las perturbaciones se escalan en 
función del tiempo de generación, puede haber poca diferencia en la frecuencia 
o intensidad de esa perturbación entre el microcosmos, o mesocosmos y 
cualquier otro sistema, incluyendo los sistemas más grandes, como toda la 
laguna (Petersen et al., 2003). 
8.2. Material y métodos específicos 
Bioensayo general (nutrientes depredación) 
En junio de 2006, se realizó un bioensayo (figura 8.1) “in situ” para determinar 
la importancia de los nutrientes y la depredación en las comunidades de 
microorganismos de la laguna, en diferentes profundidades del perfil vertical, 
especialmente, en la abundancia de picocianobacterias.  
Se seleccionaron tres profundidades, 6 y 10 y 12 metros, en función de los 
perfiles físicos y químicos, y de la distribución de los pigmentos fotosintéticos 
en la laguna. Para cada profundidad se ensayaron dos niveles de nutrientes, 
fósforo (ortofosfato soluble) y nitrógeno (nitrato amónico), con un total de 4 
tratamientos: control, N (sólo nitrógeno), P (sólo fosforo) y NP (con adición 
tanto de fósforo como de nitrógeno), por triplicado, en total 12 mesocosmos de 
5 litros por profundidad. 
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Figura 8.1. Esquema metodológico del bioensayo realizado en junio de 2006, en la 
Laguna de La Cruz. 
En cada uno de los mesocosmos control y NP se introdujeron 2 bolsas de 
diálisis (servapor® 29 mm ref44146.04) de 260 ml, con agua de la misma 
profundidad, una filtrada por 30 m para retirar el zooplancton de gran tamaño 
y otra filtrada por 10 m para retirar todo el zooplancton; esto deja un total de 
72 tratamientos. Se recogieron diferentes muestras de tiempo cero, tanto para el 
agua filtrada como para el agua sin filtrar, de cada profundidad. 
Perfil de producción bacteriana 
A lo largo del cuarto día de incubación del bioensayo general, se realizó el 
perfil vertical de producción bacteriana con 3H-Timidina. La metodología, 
basada en Wetzel y Likens (2000), se puede resumir en la recogida de 60 ml de 
agua (por triplicado) de cada profundidad (seleccionada del perfil) en viales, 
más una muestra control fijada con formaldehído al 1% de concentración final. 
Se añade 200l de 3H-Timidina, de molaridad conocida, incluidos los controles 
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fijados con formaldehído. Los viales se incuban, aproximadamente, una hora a 
su profundidad. Tras la incubación, todos los viales (excepto los ya fijados) se 
fijan con formaldehído al 1% de concentración final. Ya en el laboratorio, se 
sigue el protocolo de Wetzel y Likens (2000) sin modificaciones relevantes.  
Producción primaria y bacteriana del interior de los mesocosmos 
El día 5 de incubación del bioensayo general, se realizó la producción primaria 
y bacteriana de una réplica de los diferentes tratamientos de cada profundidad. 
La metodología para determinar la producción primaria se detalla en el capítulo 
7. La metodología para el cálculo de la producción bacteriana se encuentra 
detallada en la sección anterior. 
Bioensayo potencial (luz, nutrientes) 
En paralelo al bioensayo general, se realizó un ensayo potencial para determinar 
el efecto de la luz, en combinación con la adición de nutrientes, sobre las 
poblaciones de Pcy. Este ensayo se realiza sin replicados por motivos logísticos, 
por lo que los resultados tienen un valor estadístico limitado. Sin embargo, 
puede ofrecer pistas muy relevantes para una mayor comprensión de los 
resultados obtenidos en el bioensayo general.  
De cada una de las tres profundidades en las que se realizó el bioensayo general 
(6, 10 y 12 metros) se obtuvieron 10 mesocosmos: 5 de control y 5 con adición 
de N y P en las mismas concentraciones que en el bioensayo general. De cada 
profundidad y mesocosmos, un control y otro NP se incubaron a 5 
profundidades diferentes. Estas profundidades cubrían un amplio rango de 
intensidades de luz: a 0,5 metros el 75% del PAR, a 4 metros el 50 % del PAR, 
a 6 metros el 10 % del PAR, a 10 metros el 1% del PAR y a 12 metros el 0,1% 
del PAR. El período de incubación fue de 6 días. 
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Ensayo de asimilación de fósforo soluble 
Para determinar la tasa de asimilación de fósforo soluble, a las diferentes 
profundidades de los bioensayos realizados, se realizó en el laboratorio un 
experimento de asimilación. El agua de los mesocosmos (5 litros) de las 
diferentes profundidades (0,5, 4, 6, 9, 10 y 12 metros) fue fertilizada con 30 M 
de ortofosfato soluble e incubadas en cámaras bioclimáticas, a las temperaturas 
aproximadas de la profundidad a la que se encontraba en la laguna, con un 
fotoperíodo 14/10, día y noche, respectivamente. En paralelo, también se realizó 
un ensayo de precipitación química, con agua de las mismas profundidades en 
matraces Erlenmeyer de 250 ml, filtrada por filtros de fibra de vidrio (GF/F). 
Las incubaciones fueron de 6 días, aunque el primer día se tomaron sub-
muestras para el análisis de fósforo, cada media hora, hasta la saturación de la 
curva de asimilación. 
8.3. Resultados 
A continuación se detallan los resultados obtenidos del bioensayo general, 
realizado en junio de 2006, para determinar la relevancia de los nutrientes y la 
depredación en el control de las poblaciones de picoplancton, en el perfil 
vertical de la laguna; el bioensayo potencial para determinar la importancia de 
la luz en función de la disponibilidad de nutrientes y el ensayo de laboratorio 
para determinar las tasas de asimilación de fósforo en el perfil vertical de la 
laguna. 
Bioensayo Junio 2006 
La selección de las profundidades de ensayo se realizó en función del perfil 
vertical (figura 8.2). 
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Figura 8.2. Perfiles verticales de: (A) temperatura, oxígeno disuelto, conductividad, 
frecuencia de Brunt Väissälä, y (B) clorofila-a, ficoeritrina, ficocianina y % de luz 
incidente en la Laguna de La Cruz, en junio de 2006, en relación a las profundidades de 
incubación. 
La primera incubación del bioensayo general (epilimnion) fue realizada con 
agua de 6 metros e incubada, a esta profundidad, en el inicio de la termoclina y 
en el máximo de concentración de oxígeno disuelto, con una temperatura de 
20ºC y donde recibe el 10% del PAR incidente.  
La segunda incubación del bioensayo general fue realizada a 10 metros de 
profundidad (metalimnion superior), en la parte inferior de la termoclina y a una 
temperatura de 7ºC, donde recibe el 1% del PAR incidente en superficie y 
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presentando las tasas mínimas, tanto de fotosíntesis oxigénica como de 
producción bacteriana.  
La tercera incubación del bioensayo general fue realizada a 12 metros de 
profundidad (hipolimnion superior), en el fondo de la termoclina y a 5ºC, es 
donde se localizan el máximo profundo de clorofila-a y ficoeritrina, el máximo 
de fotosíntesis oxigénica y el máximo profundo de producción bacteriana 
(acoplado al máximo profundo de clorofila-a), siendo además la profundidad a 
la que llega, aproximadamente, el 0,1% del PAR incidente. 
El fósforo soluble se agota en todos los tratamientos adicionados, sólo se 
observan diferencias significativas, en la concentración final, a 6 metros de 
profundidad, estableciéndose 3 grupos: los controles, los tratamientos con 
zooplancton, y los tratamientos filtrados, por 10 y 30 m, con adición de 
nutrientes (figura 8.3). La concentración de amonio a tiempo final del 
experimento sólo muestra que únicamente ha habido asimilación de este 
nutriente, significativamente, en los tres tratamientos NP, a 6 metros de 
profundidad, y en el tratamiento N, a 10 y 12 metros de profundidad (figura 
8.4). No se ha observado asimilación de nitrato, en ningún tratamiento, para 
ninguna profundidad (figura 8.5). 
Tanto la abundancia absoluta (figura 8.6) de Pcy como la variación de 
abundancia respecto al tiempo inicial (figura 8.7), muestran que, a 6 metros de 
profundidad, los tratamientos NP10, NP30 y P30 aumentan, significativamente, 
su abundancia. A 10 metros de profundidad, son los tratamientos control 
filtrados, C10 y C30, los que aumentan su abundancia de manera significativa. 
A 12 metros de profundidad, todos los tratamientos filtrados muestran aumentos 
significativos de abundancia. Respecto a la abundancia de bacterias no 
Capítulo 8 
212 
 
fotosintéticas “NPB” (figura 8.8), los únicos aumentos de abundancia 
significativos se producen a 6 metros (C10 y C30) y a 10 metros (NP30). 
El perfil vertical de producción bacteriana (figura 8.9A) muestra un máximo 
epilimnético de producción a 4 m de profundidad y un máximo profundo a 11,6 
m, acoplado al máximo de producción primaria observado a 12 m. La 
fotosíntesis oxigénica, en los diferentes tratamientos del ensayo para las 
profundidades seleccionadas (figura 8.9B), muestra (salvo a 6 m) poco efecto 
por nutrientes, observándose los valores máximos en los tratamientos sin 
zooplancton.  
La producción bacteriana, estimada como incorporación de 3H-Timidina, en los 
diferentes tratamientos del ensayo para las profundidades seleccionadas (figura 
8.9C), se muestra muy acoplada a la fotosintética a 6 metros de profundidad, y 
un efecto más claro de limitación por nutrientes que el observado en la 
fotosíntesis oxigénica. 
En general, las concentraciones de clorofila-a, ficoeritrina y la proporción 
clorofila-a/ficoeritrina no muestran diferencias muy importantes entre 
tratamientos a tiempo final. A 6 metros de profundidad (figura 8.10A), se 
observa un aumento significativo de clorofila-a en los tratamientos filtrados por 
30 m y de ficoeritrina en el tratamiento NZ. En los tratamientos a 10 metros 
(figura 8.11) y a 12 metros de profundidad (figura 8.12) no se observan 
diferencias significativas. 
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Figura 8.3. Concentración final de fósforo soluble (S.R.P. en M), para los distintos 
tratamientos del bioensayo realizado en junio de 2006, (A) en el epilimnion a 6 metros 
de profundidad, (B) en el metalimnion a 10 metros de profundidad y (C) en el 
hipolimnion superior a 12 metros de profundidad, en la Laguna de La Cruz. La 
significatividad estadística entre los diferentes tratamientos se estableció usando una 
One-way ANOVA con un test post-hoc de Bonferroni, indicando con (***) un p<0.001. 
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Figura 8.4. Concentración final de amonio (M), para los distintos tratamientos del 
bioensayo realizado en junio de 2006, (A) en el epilimnion a 6 metros de profundidad, 
(B) en el metalimnion a 10 metros de profundidad y (C) en el hipolimnion superior a 12 
metros de profundidad, en la Laguna de La Cruz. La significatividad estadística entre 
los diferentes tratamientos se estableció usando una One-way ANOVA con un test post-
hoc de Bonferroni, indicando con (***) un p<0.001. 
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Figura 8.5. Concentración final de nitrato (M), para los distintos tratamientos del 
bioensayo realizado en junio de 2006, (A) en el epilimnion a 6 metros de profundidad, 
(B) en el metalimnion a 10 metros de profundidad y (C) en el hipolimnion superior a 12 
metros de profundidad, en la Laguna de La Cruz. La significatividad estadística entre 
los diferentes tratamientos se estableció usando una One-way ANOVA con un test post-
hoc de Bonferroni, indicando con (***) un p<0.001. 
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Figura 8.6. Abundancia (células ml-1 x 106) de Pcy, a tiempo final, de los distintos 
tratamientos del bioensayo realizado en junio de 2006, (A) en el epilimnion a 6 metros 
de profundidad, (B) en el metalimnion a 10 metros de profundidad y (C) en el 
hipolimnion superior a 12 metros de profundidad, en la Laguna de La Cruz. La 
significatividad estadística entre los diferentes tratamientos se estableció usando una 
One-way ANOVA con un test post-hoc de Bonferroni, indicando con (***) un p<0.001. 
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Figura 8.7. Variación de la abundancia de Pcy (células ml-1 x 106) respecto al tiempo 
inicial del experimento, para los distintos tratamientos del bioensayo realizado en junio 
de 2006, (A) en el epilimnion a 6 metros de profundidad, (B) en el metalimnion a 10 
metros de profundidad  y (C) en el hipolimnion superior a 12 metros de profundidad, en 
la Laguna de La Cruz. La significatividad estadística entre los diferentes tratamientos se 
estableció usando una One-way ANOVA con un test post-hoc de Bonferroni, indicando 
con (***) un p<0.001. 
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Figura 8.8. Abundancia (células ml-1 x 106) de NPB (“non photosynthetic bacteria”), a 
tiempo final, de los distintos tratamientos del bioensayo realizado en junio de 2006, (A) 
en el epilimnion a 6 metros de profundidad, (B) en el metalimnion a 10 metros de 
profundidad y (C) en el hipolimnion superior a 12 metros de profundidad, en la Laguna 
de La Cruz. La significatividad estadística entre los diferentes tratamientos se estableció 
usando una One-way ANOVA con un test post-hoc de Bonferroni, indicando con (***) 
un p<0.001. 
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Figura 8.9. (A) Perfil vertical de producción primaria y producción bacteriana, previo a 
la fecha de incubación, junio de 2006. (B) Fotosíntesis oxigénica, en los diferentes 
tratamientos del ensayo para las profundidades seleccionadas. (C) Producción 
bacteriana estimada como incorporación de 3H-Timidina, en los diferentes tratamientos 
del ensayo para las profundidades seleccionadas. 
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Figura 8.10. (A) Concentración de clorofila-a (mg m-3), a tiempo final, en los distintos 
tratamientos del bioensayo realizado en junio de 2006. (B) Estimación en unidades 
arbitrarias de ficoeritrina y (C) estimación en unidades arbitrarias de ficocianina, en la 
Laguna de La Cruz, para las incubaciones realizadas a 6 metros de profundidad. La 
significatividad estadística entre los diferentes tratamientos se estableció usando una 
One-way ANOVA con un test post-hoc de Bonferroni, indicando con (***) un p<0.001. 
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Figura 8.11. (A) Concentración de clorofila-a (mg m-3), a tiempo final, en los distintos 
tratamientos del bioensayo realizado en junio de 2006. (B) Estimación en unidades 
arbitrarias de ficoeritrina y (C) estimación en unidades arbitrarias de ficocianina, en la 
Laguna de La Cruz, para las incubaciones realizadas a 10 metros de profundidad. La 
significatividad estadística entre los diferentes tratamientos se estableció usando una 
One-way ANOVA con un test post-hoc de Bonferroni, indicando con (***) un p<0.001. 
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Figura 8.12. (A) Concentración de clorofila-a (mg m-3), a tiempo final, en los distintos 
tratamientos del bioensayo realizado en junio de 2006. (B) Estimación en unidades 
arbitrarias de ficoeritrina y (C) estimación en unidades arbitrarias de ficocianina, en la 
Laguna de La Cruz, para las incubaciones realizadas a 12 metros de profundidad La 
significatividad estadística entre los diferentes tratamientos se estableció usando una 
One-way ANOVA con un test post-hoc de Bonferroni, indicando con (***) un p<0.001. 
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Los resultados del bioensayo potencial muestran que las poblaciones de 
organismos fotosintéticos en el agua de 6 metros de profundidad (figura 8.13), 
incubadas a mayores intensidades de luz están limitadas por luz, mientras que al 
incubarlas a menor intensidad acumulan ficoeritrina. 
 
Figura 8.13. (A) Concentración de clorofila-a (g l-1). (B) Estimación, en unidades 
arbitrarias, de la ficoeritrina. (C) Proporción entre la ficoeritrina y la clorofila-a a 
tiempo final, en los distintos tratamientos del ensayo potencial realizado en junio de 
2006, en la Laguna de La Cruz, con agua de 6 metros de profundidad incubada a 0.5, 4, 
6, 10 y 12 metros de profundidad.  
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Los resultados del bioensayo potencial muestran que las poblaciones de 
organismos fotosintéticos, en el agua de 10 metros de profundidad (figura 8.14), 
incubadas a mayores intensidades de luz, están limitadas por luz y fotoinhibidas 
en superficie. 
 
Figura 8.14. (A) Concentración de clorofila-a (g l-1). (B) Estimación, en unidades 
arbitrarias, de la ficoeritrina. (C) Proporción entre la ficoeritrina y la clorofila-a, a 
tiempo final, en los distintos tratamientos del ensayo potencial realizado en junio de 
2006, en la Laguna de La Cruz, con agua de 10 metros de profundidad, incubada a 0.5, 
4, 6, 10 y 12 metros de profundidad.  
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Los resultados del bioensayo potencial muestran que las poblaciones de 
organismos fotosintéticos, en el agua de 12 metros de profundidad (figura 8.14), 
incubadas a mayores intensidades de luz, están limitadas por luz y foto-
inhibidas en superficie, además pierden gran parte de su ficoeritrina. 
 
Figura 8.15. (A) Concentración de clorofila-a (g l-1). (B) Estimación, en unidades 
arbitrarias de la ficoeritrina. (C) Proporción entre la ficoeritrina y la clorofila-a, a 
tiempo final, en los distintos tratamientos del ensayo potencial realizado en junio de 
2006, en la Laguna de La Cruz, con agua de 12 metros de profundidad, incubada a 0.5, 
4, 6, 10 y 12 metros de profundidad.  
Capítulo 8 
226 
 
Experimento de adición de fósforo soluble 
El agua de diferentes profundidades presenta tasas de asimilación de fósforo 
soluble muy diferentes; las máximas tasas de asimilación se observan a 9 y 10 
metros de profundidad (figura 8.16), mientras que las mínimas se observan en el 
epilimnion, en superficie y a 3,7 metros de profundidad. 
 
Figura 8.16. Evolución de la asimilación de fósforo soluble, en agua de diferentes 
profundidades de la Laguna de La Cruz, tras la adición de 30 M de P. 
Para establecer si las diferencias en el fósforo soluble, observado en el 
experimento anterior, se deben a la asimilación biológica y no a la precipitación 
química, se ha realizado en paralelo un experimento con la adición de la misma 
concentración de fósforo a agua filtrada de las diferentes profundidades 
estudiadas. Los resultados (tabla 8.1) muestran que la precipitación química es 
muy baja en todas las profundidades. 
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Tabla 8.1. Pérdida de fósforo soluble (M), por precipitación química, respecto a la 
adición de 30 M de P, a lo largo de 6 días de incubación de agua filtrada a diferentes 
profundidades, en la Laguna de La Cruz. 
 
La figura 8.17 muestra el aspecto de las poblaciones de Pcy tras los 6 días de 
incubación, confirmando visualmente la presencia de gránulos de polifosfato en 
el interior de Pcy. 
 
Figura 8.17. (A) Microfotografía de epifluorescencia, en rojo autofluorescencia de la 
ficocianina (B) Microfotografía de epifluorescencia, en amarillo fluorescencia de los 
gránulos de polifosfato teñidos con DAPI. Tiempo final, tras 6 días de incubación con 
30M de P en la Laguna de La Cruz, con agua de 10 metros de profundidad. 
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8.4. Discusión 
La discusión del presente capítulo engloba la experimentación, tanto de campo 
como de laboratorio, que nos ayude a explicar los resultados obtenidos en éste y 
en capítulos anteriores. En general, los ensayos se pueden dividir en dos grupos: 
los ensayos específicos, para dar respuesta a preguntas sencillas y concretas; y 
un ensayo general, para intentar resolver aspectos más complejos del desarrollo 
y dinámica de Pcy, en relación a la profundidad a la que se desarrolla, y en su 
interacción con los recurso y el resto de organismos con los que convive (Auer 
et al., 2004). 
La primera incubación (epilimnion) fue realizada con agua de 6 metros e 
incubada a su profundidad, en el inicio de la termoclina y en el máximo de 
concentración de oxígeno disuelto, con una temperatura de 20 ºC y recibiendo 
el 10% del PAR incidente. Las poblaciones de Pcy, en esta profundidad, están 
limitadas por fósforo disuelto, lo que es muy común en este tipo de ecosistemas 
(Beardall et al., 2001; Sterner, 2008). De los cuatro tratamientos con adición de 
fósforo, tres de ellos han aumentado, significativamente, la abundancia de Pcy 
respecto al tiempo inicial: NP10, NP30 y PZ; únicamente el tratamiento NPZ no 
ha tenido como respuesta un incremento en la abundancia, debido al 
zooplancton. El incremento más importante de abundancia se ha observado en 
el tratamiento NP10, lo que indica un importante efecto de la depredación. El 
efecto combinado de NP con la retirada de diferentes fracciones de zooplancton 
en NP10 y NP30 coincide, además, con un descenso significativo en la 
concentración final de fósforo disponible en esos tratamientos, lo que indica una 
capacidad mayor de agotar este nutriente, que es característico de poblaciones 
picoplanctónicas como Pcy. Este agotamiento tan exhaustivo no ocurre en 
tratamientos con zooplancton como PZ, aunque aumente la población de Pcy. 
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En cuanto al nitrógeno, de las dos formas inorgánicas adicionadas, nitrato y 
amonio, sólo se ha observado un consumo significativo de amonio (alrededor de 
un 20% del adicionado) en tratamientos con co-adición de fósforo (NP), y 
ninguna asimilación apreciable de nitrato en ningún tratamiento. Esta 
preferencia por el amonio, como forma de asimilación prioritaria, es 
perfectamente coherente con lo esperado, ya que implica un menor gasto de 
energía incorporar un compuesto reducido como el amonio que uno oxidado, 
que hay que reducir posteriormente, con el consiguiente gasto extra de energía. 
No obstante, el amonio en el epilimnion sólo es incorporado en presencia de 
fósforo, lo que corrobora el carácter limitante de este último en la Laguna de la 
Cruz. Cuando es el nitrógeno el que está en exceso se acumula, principalmente 
como ficoeritrina, mostrando un tipo de adaptación muy común en este tipo de 
poblaciones picoplanctónicas, que utilizan este pigmento, además de como 
adaptación cromática, como un reservorio de nitrógeno. 
Los datos de clorofila-a muestran un incremento significativo en los 
tratamientos filtrados por 30µm (C30 y NP30), incremento probablemente 
debido al desarrollo de fitoplancton, que se ve libre de depredadores. Sin 
embargo, en las incubaciones potenciales, es decir, con agua de 6 metros de 
profundidad, incubada a 4 metros y en superficie, se observa un importante 
incremento de clorofila-a y ficoeritrina (PE) en los tratamientos con nutrientes. 
La luz y nutrientes parecen ser un factor de limitación importante para estas 
poblaciones que no presentan problemas de fotoinhibición en superficie. Sin 
embargo, en las incubaciones a 10 y 12 m de profundidad, el ratio PE/clorofila-
a aumenta, al iniciar el proceso de aclimatación a bajas intensidades de luz, y lo 
hace de manera más importante en los controles sin adición de nutrientes, 
indicando que este proceso puede estar ligado a concentraciones bajas de 
nutrientes, principalmente al fósforo soluble. 
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Como se observa en los experimentos, tras la adición de fósforo soluble, la 
concentración de este desciende, a las pocas horas, a niveles incluso inferiores a 
los iniciales, como consecuencia de la captación por parte de la fracción 
picoplanctónica, tanto Pcy como NPB. En presencia de fósforo, la abundancia 
de Pcy aumenta cuando la presión de depredación se relaja, tanto de ciliados, 
rotíferos y crustáceos (NP30) como de nanoflagelados (NP10). Sin embargo, la 
población de NPB, también favorecida por la ausencia de depredadores, muestra 
incluso una respuesta positiva en los tratamientos control sin adición de 
nutrientes en los que se han eliminado los depredadores. Esto indica que a esta 
profundidad, a diferencia de Pcy, estas bacterias (NPB) no estarían limitadas 
por la disponibilidad de nutrientes inorgánicos, sino que sería la presión de 
depredación la que controla sus abundancias. La retirada experimental de la 
fracción superior a 10 µm produce también un incremento notable de las tasas 
de fotosíntesis oxigénica, debido al relajamiento de la depredación sobre Pcy, al 
igual que ocurre con la producción bacteriana, lo que señala el posible 
acoplamiento existente entre ambos metabolismos (Langenheder y Jürgens, 
2001).  
Esta presión de depredación se refleja también en las relaciones pigmentarias 
observadas en la columna de agua, en particular, en la relación clorofilida-
a/clorofila-a. Este ratio es un buen indicador de la presión de depredación 
existente sobre el fitoplancton, ya que es necesaria la actividad clorofilasa para 
separar el grupo fitol de la clorofila-a y rendir con ello clorofilida-a. Este ratio a 
6 metros de profundidad, a pesar de ser inferior al los observados a 10 y 12 
metros, indica que casi una cuarta parte de la clorofila presente se encuentra en 
forma de clorofilida-a sugiriendo, con ello, una mayor presión de depredación, 
que probablemente, sea efectuada, mayoritariamente, por pequeños 
nanoflagelados presentes a estas profundidades. 
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Una segunda incubación se realizó a 10 metros de profundidad (metalimnion 
superior), en la parte inferior de la termoclina y a una temperatura de 7ºC. En 
esta profundidad que recibe, aproximadamente, el 1% del PAR incidente en 
superficie, se observan las mínimas tasas, tanto de fotosíntesis oxigénica como 
de producción bacteriana. Por su parte, las incubaciones realizadas a esta 
profundidad muestran una población de Pcy aparentemente no limitada por la 
disponibilidad de nutrientes. En este caso, el fósforo, en forma soluble, 
desaparece totalmente al final de las incubaciones, mientras que el nitrógeno 
inorgánico (nitrato y amonio) no es asimilado de manera significativa. Así, en 
los tratamientos sin adición de nutrientes, pero privados de zooplancton (C10 y 
C30), es donde las abundancias de Pcy muestran un incremento, particularmente 
en el tratamiento con agua previamente filtrada por 30 µm (C30), lo que sugiere 
que la presión de depredación en el metalimniom obedecería, más 
particularmente, a los ciliados, rotíferos y crustáceos.  
A esta profundidad, la adición de nutrientes produce los descensos más notables 
en las abundancias de Pcy. Es posible, en este caso, que la presencia en exceso 
de nutrientes elimine la ventaja competitiva de estas poblaciones sobre otros 
grupos del plancton. Por el contrario, la población de NPB aumenta, 
significativamente, su abundancia en estos tratamientos suplementados con 
nutrientes, aunque lo hacen principalmente en los tratamientos prefiltrados por 
10 µm y 30 µm, revelando, también a esta profundidad, la existencia de un 
control de la población de NPB por parte de los depredadores. Las tasas 
fotosintéticas resultan muy bajas en ambos tratamientos pre-filtrados, pero 
también en los tratamientos con agua sin filtrar. No obstante, sí se observa un 
incremento, en los controles de ambos tratamientos filtrados, que coincide con 
el aumento de biomasa observado. En este sentido, cabe recordar que es en esta 
profundidad donde se observan las relaciones clorofilida-a/clorofila-a más 
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elevadas. Por su parte, la producción bacteriana aumenta en el tratamiento 
adicionado con nutrientes y pre-filtrado por 30 µm.  
Las concentraciones de clorofila-a y ficoeritrina no muestran cambios 
significativos en los diferentes tratamientos; el incremento de abundancia de 
Pcy no está asociado a un incremento en la clorofila-a ni en la ficoeritrina, 
probablemente porque no implique un aumento en su biomasa. Los diferentes 
tratamientos tampoco afectan al resto de organismos fotosintéticos de la laguna. 
Sin embargo, las incubaciones potenciales, a diferentes profundidades, muestran 
que hay muchas poblaciones fotosintéticas que están limitadas por luz, con un 
óptimo a 4 m de profundidad y fotoinhibición en superficie. Las Pcy son una 
fracción muy importante de estas poblaciones, ya que la ficoeritrina presenta un 
patrón idéntico al de la clorofila-a, con una acumulación importante de este 
pigmento en los tratamientos con adición de nutrientes. 
En la tercera incubación, realizada a 12 metros de profundidad (hipolimnion 
superior), en el fondo de la termoclina y a 5 ºC, es donde se localiza el máximo 
profundo de clorofila-a, el máximo de actividad de fijación de carbono como 
fotosíntesis oxigénica y el máximo profundo de producción bacteriana acoplado 
al máximo profundo de clorofila-a, siendo además la profundidad donde llega, 
aproximadamente, el 0,1% del PAR incidente. La biomasa de Pcy, en esta 
profundidad, aumenta en todos los tratamientos donde se ha eliminado la 
biomasa de depredadores, mostrando que estos ejercen un fuerte control sobre la 
población de Pcy. Además de la biomasa, la asimilación de carbono por 
fotosíntesis oxigénica también está limitada por depredación, aumentando la 
fotosíntesis oxigénica en los tratamientos donde se han retirado las fracciones 
de 10 m y, principalmente, de 30 m, independientemente de la adición de 
nutrientes. Sin embargo, la abundancia y biomasa del resto del picoplancton 
heterótrofo no parece estar controlada, ni por la disponibilidad de nutrientes, ni 
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por la depredación, ya que no responde a ninguno de los tratamientos 
ensayados. La producción bacteriana, no obstante, aunque responde a la adición 
de nutrientes, mantiene tasas relativamente bajas; es muy probable que a 12 
metros de profundidad, y debido a factores como la temperatura, el período de 
incubación no sea suficiente para observar cambios en la biomasa de esta 
fracción picoplanctónica. 
No existe pues, una limitación por nutrientes evidente en el máximo profundo 
de clorofila-a, aunque el fósforo soluble adicionado es totalmente consumido de 
nuevo, como en las profundidades anteriores, esta asimilación no está 
relacionada con el incremento en biomasa. Con respecto al nitrógeno 
adicionado, no se observa asimilación en ninguno de los tratamientos. En los 
tratamientos filtrados por 30 m, tanto control como NP, se observa una 
importante acumulación de ficoeritrina, con un descenso importante de la 
concentración de clorofila-a en estos tratamientos, lo que sugiere que la retirada 
de los depredadores de mayor tamaño induce a la acumulación de nitrógeno por 
parte de las poblaciones de Pcy. Al igual que ocurre a 10 metros de 
profundidad, el alto valor de la proporción clorofilasa-a/clorofila-a (de nuevo la 
mitad de la clorofila está en forma de clorofilida-a), apoya la existencia de una 
fuerte presión por depredación sobre estas poblaciones fotosintéticas. Muchas 
de ellas están limitadas por luz (Karlsson et al., 2009), ya que las incubaciones 
potenciales realizas muestran un patrón muy similar al observado a 10 metros. 
Sin embargo, las poblaciones del máximo profundo de clorofila, incubadas a 
intensidades de luz más altas del 0,1%, muestran una pérdida muy importante 
de ficoeritrina y de su proporción respecto a la clorofila-a, en un proceso de 
adaptación de las poblaciones de Pcy a regímenes de luz mayores. 
En la Laguna de la Cruz, durante el período de máxima estratificación y 
estabilidad a nivel global, y en el momento en el que la biomasa de Pcy es más 
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importante, tanto en valor absoluto como en valor relativo, se puede concluir 
que el control de las poblaciones de Pcy es por depredación, principalmente en 
la DCM. Existen diferentes metodologías para estimar la depredación y las tasas 
de depredación, y se han acumulado multitud de trabajos acerca de la 
depredación sobre Pcy (Jürgens et al, 1994; 1999; Zöllner et al., 2003; 
Pernthaler, 1996; 2005), tanto de protozoos y nanoflagelados como de 
metazooplancton. Pese al importante número de trabajos, existen importantes 
discrepancias sobre el impacto de los diferentes depredadores sobre las 
poblaciones de Pcy. En general, el mayor impacto se identifica con 
nanoflagelados y pequeños ciliados (Stockner y Antia, 1986; Simek, 1995; 
Sanders et al., 2000) y se conocen con detalle tasas de ingestión sobre Pcy en 
muchos sistemas acuáticos, sin embargo, es más problemático el establecer en 
qué medida esta depredación afecta al desarrollo y abundancia de Pcy. En la 
Laguna de la Cruz, la abundancia de Pcy está limitada por la depredación pero 
mantiene valores de abundancia un orden de magnitud por encima de lo 
esperado para sistemas acuáticos similares (Callieri et al., 2012). El fósforo 
soluble y su dinámica sirven para comprender el dominio de Pcy sobre el resto 
de organismos fotosintéticos (Currie y Kalff, 1984). Estas poblaciones 
presentan una tasa de captación y acumulación de este nutriente (en forma de 
pirofosfato) tan alta que las concentraciones en la laguna siempre son, en 
relación a las Pcy, limitantes para el resto de microorganismos. Esta estrategia 
permite que tengan fósforo disponible (y nitrógeno en forma de ficoeritrina), 
proporcionando una ventaja muy importante respecto al resto de grupos 
fotosintéticos, lo que permite mantener abundancias de Pcy muy altas respecto a 
sistemas acuáticos similares. 
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1. La Laguna meromíctica de La Cruz, localizada en la serranía de Cuenca 
(1032 m.s.n.m.), está situada en el fondo de una dolina de hundimiento, de 
forma circular, con 116 m. de diámetro, 21 metros de profundidad y 10.000 m2 
de área superficial. La laguna presenta una fuerte estratificación térmica estival, 
con gradientes verticales físicos y químicos muy marcados. Estos gradientes 
permiten una gran diversidad de microambientes o nichos donde se pueden 
desarrollar diferentes poblaciones de microorganismos con una gran variedad de 
metabolismos, tanto autótrofos como heterótrofos. 
2. La marcada termoclina estacional y su carácter meromíctico permite 
que se formen dos máximos de estabilidad, que estimados como frecuencia de 
Brunt Väissälä muestran un máximo permanente en la picnoclina, a 16 metros 
de profundidad, y otro en la termoclina, de profundidad variable a medida que 
avanza la estratificación. Esto aísla durante todo el período de estratificación al 
metalimnion e hipolimnion, permitiendo la microestratificación estable de las 
poblaciones microbianas y limitando la difusión de materia y energía en el perfil 
vertical como, por ejemplo, la difusión de nutrientes desde el monimolimnion. 
3. En la Laguna de La Cruz se han identificado 5 morfologías diferentes 
de picocianobacterias. El tipo dominante, a lo largo de todo el ciclo 
limnológico, es un bacilo pequeño, de 1,4 x 0,8 m de promedio y un volumen 
de 0,6 m3. El resto de tipos de Pcy presentan distribuciones muy variables, con 
variaciones importantes respecto al tipo del dominante. 
4. Los valores de abundancia promedio de Pcy en el perfil vertical se 
encuentran en el orden de magnitud de 106, con valores máximos de 
abundancia, en el máximo profundo de clorofila (DCM), en torno a 14 x 
106células ml-1. Estos son valores relativamente altos para este tipo de sistemas 
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acuáticos que, en general, presentan rangos de abundancia con magnitudes entre 
103 y 105 células ml-1. 
5. La dinámica estacional de las Pcy muestra que, tras la mezcla invernal, 
las poblaciones aumentan su abundancia en primavera, distribuyéndose 
homogéneamente por el epilimnion y el metalimnion de la laguna. Sin embargo, 
a medida que avanza la estratificación, y como consecuencia de la 
disponibilidad de nutrientes, presión por depredación y gradiente de luz, las 
poblaciones de Pcy se concentran formando un máximo profundo (DCM) en 
torno a la oxiclina. Con los máximos profundos bien establecidos, a mediados 
del verano se produce la pérdida de más de la mitad de la biomasa de Pcy por el 
fenómeno de precipitación cálcica tumultuosa (“whiting”). A partir de 
septiembre se observa un incremento de biomasa de Pcy en el máximo profundo 
de clorofila-a, entre 10 y 12 metros de profundidad, que no afecta 
significativamente a los valores integrados de Pcy en la laguna. 
6. En la Laguna de la Cruz, las abundancias de picoeucariotas (Ape) 
observadas son relativamente bajas, en torno a 3 órdenes de magnitud inferiores 
a la abundancia de Pcy, y con un patrón estacional muy definido. Durante el 
período de mezcla estos picoeucariotas se encuentran en todo el mixolimnion y 
presentan sus valores de abundancia máximos anuales. A medida que avanza el 
proceso de estratificación, se acumulan en el máximo profundo de clorofila, 
siguiendo un patrón paralelo al observado con Pcy. 
7. La dinámica anual de biomasa de los principales organismos 
fotosintéticos de la laguna, Pcy y nanofitoplancton, sigue un patrón complejo; 
mientras que las Pcy aumenta su biomasa integrada en la columna de agua a 
partir de primavera, llegando a representar el 73% de la biomasa fotosintética, el 
nanofitoplacton lo hace a partir del verano, alcanzando sus máximos valores 
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integrados en otoño, tras la drástica pérdida de biomasa de Pcy en el fenómeno 
de precipitación cálcica, y llegando a representar el 76% de la biomasa del total 
de organismos fotosintéticos. Este máximo de nanofitoplacton es debido, 
principalmente, a la formación de densas comunidades epilimnéticas de 
Desmidiaceas (Cosmarium sp.) y al aumento de dinoflagelados que, en términos 
de biomasa, dominan sobre Cryptomonas y Clorófitas. Tras la mezcla, la mayor 
parte de la biomasa que se retira de la columna de agua es de algas eucariotas, 
pasando las diatomeas (Cyclotella sp.) a co-dominar junto con Pcy la biomasa 
de organismos fotosintéticos en la laguna. 
8. La Laguna de La Cruz presenta comunidades estables de bacterias 
fotosintéticas, principalmente, la bacteria púrpura del azufre (PSB), 
Lamprocystis purpurea, y la bacteria verde del azufre (GSB), Chlorobium 
chlatratiforme. En general, su contribución a la biomasa global integrada de 
organismos fotosintéticos es relativamente pequeña, entre 1-3% del total de 
biomasa para Lamprocystis purpurea y entorno al 0,1% para Chlorobium 
chlatratiforme. Lamprocystis purpurea se desarrolla principalmente, en el 
monimolimnion durante el período de mezcla invernal y en la interfase óxico-
anóxica, justo bajo la DCM, y en el hipolimnion superior durante el período de 
estratificación. Chlorobium chlatratiforme se desarrolla, principalmente en 
primavera, manteniendo poblaciones estables durante el resto del período de 
estratificación por debajo de Lamprocystis. Pese a lo limitado de su 
contribución a la biomasa global, sus poblaciones se localizan en capas 
relativamente densas, donde pueden alcanzar tasas netas de asimilación de 
carbono, en primavera, equiparables a las de la fotosíntesis oxigénica, pero 
localizadas en capas muy finas. 
9. La abundancia y biomasa de “NPB” (“non photosynthetic bacteria”), 
que comprende, tanto bacterias heterótrofas como quimiolitotrofas, muestra los 
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mayores valores de abundancia en las aguas anóxicas del hipolimnion y, 
sobretodo, del monimolimnion, donde se pueden alcanzar valores de 80 
x106células ml-1. Las células de mayor tamaño se localizan en el metalimnion e 
hipolimnion superior, mientras que las células de menor tamaño se encuentran 
en el monimolimnion y en el epilimnion, donde se observa una importante 
pérdida de tamaño a medida que avanza la estratificación. 
10. La biomasa integrada de todos los productores primarios Pcy, Ape, 
GSB, PSB y nanofitoplacton) aumenta a medida que se desarrolla la 
estatificación, desde 3 g C m-2 en primavera a 5,5 g C m-2 en otoño. La biomasa 
de “NPB” está acoplada a la producción primaria, subiendo desde 1,5 g C m-2en 
primavera a 7,5 g C m-2 en otoño. Sin embargo, la mezcla vertical produce un 
desfase muy significativo en este acoplamiento; la biomasa fotosintética, 
principalmente debido al nanofitoplacton, desciende a 1,5 g C m-2, parte de esta 
biomasa sedimenta en el monimolimnion y otra parte es mineralizada en el 
mixolimnion, que además ha sido fertilizado con los nutrientes del hipolimnion. 
Esto permite mantener la biomasa bacteriana de “NPB” en más de 6 g C m-2, sin 
depender de la producción primaria contemporánea, que es muy baja en ese 
período. La demanda de oxígeno disuelto se eleva, mostrando concentraciones 
mixolimnéticas inferiores a 4 mg l-1. Este proceso de mineralización invernal, 
junto con el proceso de mezcla, son responsables de la mayor disponibilidad de 
nutrientes, principalmente de fósforo, que las Pcy acumulan eficientemente, 
permitiendo su rápido desarrollo primaveral. 
11. La Laguna de la Cruz presenta unas características intrínsecas que 
permiten sea un buen sistema modelo para diferentes tipos de estudios, tanto 
metodológicos, relacionados con la distribución espacial en el perfil vertical de 
las diferentes poblaciones de organismos fotosintéticos, como funcionales, tanto 
a nivel metabólico como, por ejemplo, estudios de asimilación inorgánica de 
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carbono, o de funcionamiento de la red trófica, mediante experimentación,“in 
situ” (microcosmos) o en el laboratorio. 
12. En relación al análisis de los diferentes pigmentos fotosintéticos 
presentes, en primer lugar, se ha desarrollado un protocolo específico para 
sistemas estratificados que permite la identificación y cuantificación de la 
mayor parte de los pigmentos fotosintéticos en una única carrera 
cromatográfica. Por otro lado, se ha comprobado la adecuación, de las 
diferentes ecuaciones espectrofotométricas más usadas en la bibliografía, a este 
tipo de ecosistemas, mostrando que es posible el uso de técnicas 
espectroscópicas para el estudio de mezclas complejas de pigmentos 
fotosintéticos en sistemas estratificados, recomendándose el uso de ecuaciones 
tricromáticas para la determinación de clorofila-a y de las ecuaciones de 
Overman y Tilzer para la determinación de pigmentos bacterianos. 
13. En relación a la viabilidad de la citometría de flujo para la identificación 
y cuantificación de las poblaciones de organismos fotosintéticos en la laguna, se 
ha observado que la citometría de flujo nos ofrece menos información, 
principalmente en la identificación de morfotipos y en el cálculo de 
biovolúmenes, que los recuentos clásicos por microscopía. Sin embargo, en 
sistemas con una calibración adecuada, como en la Laguna de La Cruz, 
podemos identificar los grupos de organismos fotosintéticos más importantes y 
realizar cuantificaciones significativamente similares a las realizados por 
microscopio, con una única muestra y en una fracción de tiempo mucho menor. 
Esto, en nuestro caso, permite el diseño de experimentos más complejos, con 
una limitación menor de tiempo y coste. 
14. La producción anual integrada en la columna de agua de la Laguna de 
La Cruz, durante el ciclo limnológico 2006, fue de 183,6 g C m-2 año-1dentro del 
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rango observado en lagos mesotróficos. La mayor parte de esta producción es 
debida a procesos dependientes de la luz (92,4%), particularmente a la 
fotosíntesis oxigénica (89,7%), mientras que la fotosíntesis anoxigénica 
constituyó un 2,7% y la quimiolitotrofía el 7,6% restante. 
15. La inhibición específica de la actividad eucariota mostró que el 80,5% 
de la actividad fotosintética durante el período de mezcla invernal, y en el 
epilimnion y metalimnion superior en el período de estratificación otoñal, era 
atribuible a las Pcy. Sin embargo, la contribución fue más equilibrada en el 
máximo profundo otoñal de clorofila-a, con una contribución eucariota de hasta 
el 52%, debido principalmente a la presencia de nanoflagelados fotosintéticos 
(Cryptomonas sp.). 
16. En la Laguna de la Cruz, la asimilación de carbono se realiza por parte 
de diferentes grupos de organismos con diversos metabolismos implicados. Se 
observa un papel muy importante de la fracción procariota en el ciclo global de 
carbono de la laguna, representando la base de la red trófica del sistema, lo que 
implica que la sucesión del fitoplancton y los patrones de producción primaria 
sean diferentes a los observados en otras tipologías de lagos. 
17. Los ensayos “in situ” y de laboratorio realizados para establecer la 
importancia de diferentes factores, nutrientes, depredación y luz, en la 
abundancia de las Pcy muestran que, durante el período de estratificación sólo 
existe limitación por nutrientes, fósforo soluble, en el epilimnion, aunque con 
un importante efecto de la depredación, principalmente por organismos de 
tamaño inferior a 10m, como nanoflagelados, sobre las Pcy. En el metalimnion 
y en el hipolimnion superior, el principal factor que controla las poblaciones de 
Pcy es la depredación, tanto de protozoos y nanoflagelados como de 
metazooplancton. 
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18. Pese a la presión por depredación, las Pcy presentan valores de 
abundancia un orden de magnitud por encima de lo esperado para sistemas 
acuáticos similares. El fósforo soluble, y su dinámica, es un factor clave para 
comprender el dominio de Pcy sobre el resto de organismos fotosintéticos. Sus 
altas tasas de captación y acumulación (en forma de pirofosfato) mantienen este 
nutriente en concentraciones limitantes para el resto de microorganismos. Esta 
estrategia permite a las Pcy aumentar la acumulación de fósforo y nitrógeno 
(este último en forma de ficoeritrina), proporcionando una ventaja muy 
importante respecto al resto de grupos fotosintéticos, lo que permite alcanzar 
abundancias de Pcy muy altas respecto a sistemas acuáticos similares. 
